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1. INTRODUCCIÓN: Bacillus thuringiensis, UNA
ALTERNATIVA A LOS INSECTIDAS QUÍMICOS.
CAPÍTULO 1
1- INTRODUCCIÓN
1.1.- B acillus thuringiensisi UNA ALTERNATIVA A LOS INSECTICIDAS 
QUÍMICOS:
El control de plagas desde mediados de los años cuarenta ha estado 
dominado por el uso de insecticidas químicos, principalmente por organoclorados, 
organofosfatos, carbamatos y piretroides. Esta aproximación química se basó en el 
uso de insecticidas muy tóxicos, de espectro amplio y persistentes, que podían 
utilizarse contra gran variedad de plagas de diversos agróecosistemas.
Desde los últimos diez o doce años, se ha producido un renovado interés en 
el desarrollo de alternativas biológicas a los pesticidas químicos. Este interés se ha 
visto potenciado por una concienciación pública importante acerca de los efectos 
que sobre la salud y el medio ambiente producen los insecticidas sintéticos. Por este 
motivo, la aceptación de productos para el control biológico de las plagas va en 
aumento.
Entre las diferentes alternativas biológicas a los insecticidas químicos, tales 
como bacterias, virus y hongos, sólo algunas han sido desarrolladas 
comercialmente como insecticidas. De entre todas, la bacteria que ha sido utilizada 
mayoritariamente para el control de plagas es Bacillus thuringiensis.
La historia de este microorganismo comenzó a principios de este siglo, 
cuando un bacteriólogo japonés llamado Ishawata aisló un bacilo de un gusano de 
seda enfermo. Aproximadamente una década después, un organismo similar fue 
aislado en Alemania por Berliner, de una larva enferma de Anagasta kuehniella. 
Berliner lo denominó Bacillus thuringiensis.
El primer producto basado en B. thuringiensis que se comercializó fue 
“Thuricide”, fabricado en 1957 por la empresa Sandoz para el tratamiento de 
plagas de lepidópteros. En la actualidad hay disponibles un número considerable de 
estos productos. La mayoría de las variedades de B. thuringiensis y productos 
comerciales existentes son activos contra lepidópteros. El descubrimiento de nuevas 
cepas específicas contra dípteros (Goldberg et al., 1977) y coleópteros (Hermstadt et 
al., 1986) y su rápida comercialización expandieron rápidamente el mercado 
potencial de B. thuringiensis. La producción y el uso a nivel mundial de Bt se 
estableció definitivamente a principios de los años ochenta. Sin embargo, las
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ventas totales de Bt a mediados de esta década sólo supuso un 1% del total de 
insecticidas (Baldwin, 1987).
Existen varios factores que han limitado el uso de este microorganismo en el 
control de plagas. Uno de ellos es su pequeño espectro de acción insecticida. Este 
factor limitante también puede representar una ventaja, puesto que un alto grado 
de especificidad de acción convierte a B. thuringiensis en una alternativa 
prometedora a los insecticidas químicos de amplio espectro, desde un punto de vista 
ambiental, aunque limita su mercado potencial. Otro factor limitante en el uso de 
Bt es que su eficacia tiende a ser más variable que la de los insecticidas químicos 
puesto que ha de ser ingerido por el insecto y en este sentido, la eficacia de la dosis 
depende de su aplicación, en el tiempo adecuado y condicionés ambientales 
propicias. Sin embargo, estas limitaciones están siendo superadas con la utilización 
de la biotecnología. Existen cepas de Bt que han sido modificadas genéticamente 
para aumentar su espectro de acción, así como se han mejorado notablemente los 
sistemas de aplicación del insecticida, aumentando así su persistencia en el campo 
(Dent, 1993; Peferoen, 1992).
En los últimos años se ha producido un progreso considerable en el 
desarrollo de plantas transgénicas capaces de expresar las toxinas de B. 
thuringiensis. Se han conseguido plantas transgénicas de tabaco, tomate patata y 
maíz que expresan las ICPs CryIA(a), CryIA(b) y CryIA(c) (Vaeck et al., 1987; 
Barton et al., 1987; Fischhoff et al., 1987; Peferoen et al., 1990, Koziel et al., 1993). 
En comparación con otros genes transferidos a plantas, los genes de las 8- 
endotoxinas se expresan muy débilmente en las plantéis transgénicas. No se conoce 
bien el motivo de esto, pero pueden plantearse varias razones: los genes de las ICPs 
son muy ricos en los nucleótidos A y T, a diferencia de la mayoría de los genes de 
plantas, el uso de codones en los genes de las ICPs es diferente del de plantas, 
existen secuencias de poliadenilación dentro de la región codificante de los genes y 
por último, la estabilidad del transcrito es limitada (Peferoen, 1992). Actualmente 
se están realizando experimentos para aumentar el nivel de expresión de estos 
genes en plantas, pero todavía no se han publicado resultados.
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1.2.- PROPIEDADES INSECTICIDAS DE B. thuringiensis:
Bacillus thuringiensis pertenece a la familia Bacillaceae, que es una familia 
de bacterias Gram + formadoras de esporas. B. thuringiensis tiene la capacidad de 
producir inclusiones cristalinas durante la esporulación. Estas inclusiones, también 
llamadas ICPs (insectiddal crystal proteins), proteínas Cry o ó-endotoxinas pueden 
llegar a representar del 20 al 30 % del peso seco de cultivos esporulados. La 
toxicidad tan  específica contra los insectos plaga mostrada por estas inclusiones, 
proporciona las bases para la utilización de este microorganismo como insecticida 
biológico.
Además de las 8-endotoxinas, se han identificado en B. thuringiensis otros 
metabolitos con acción insecticida. Entre ellos, uno que ha sido estudiado con 
detalle es la denominada p-exo toxina. Este compuesto actúa inhibiendo la síntesis 
de proteínas, interfiriendo con la RNA polimerasa dependiente de DNA, ya que se 
tra ta  de un análogo del ATP y por lo tanto, compite por su sitio de unión en el 
enzima (Sebesta et al., 1981).
1.3.- CLASIFICACIÓN DE LAS ICPs DE B. thuringiensis.
En 1989 Hófte y Whiteley publicaron una clasificación para los genes que 
codifican para las proteínas Cry. En ese momento había 42 genes cry que habían 
sido clonados y caracterizados. Los genes cry se clasificaron en cuatro grupos según 
dos criterios: la especificidad contra el insecto y similitudes en su secuencia.
Así, los genes tipo cryl codifican proteínas de 130 kDa que son activas 
normalmente contra lepidópteros. Los genes cryll codifican proteínas de alrededor 
de 70 kDa tóxicas para lepidópteros y dípteros. Los tipo cryIII son activos contra 
especies de coleópteros y las proteínas para las que codifican son también de 70 
kDa. Los productos de los genes tipo IV incluyen proteínas de 70 y 130 kDa y son 
altamente activas contra dípteros (Hofte y Whiteley, 1989).
A partir de 1989, que es cuando se efectuó esta clasificación, se han clonado 
y secuenciado nuevos genes cry. En la tabla I se muestra una actualización de los 
genes cry hasta el momento descritos.
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A) GENES cryl:
Las 6-endotoxinas específicas contra lepidópteros son, sin duda alguna, las 
más y mejor conocidas de todas las proteínas cristalinas de B. thuringiensis. Los 
genes cryl codifican protoxinas de 130-140 kDa que son procesadas en el intestino 
del insecto por enzimas del tipo de la tripsina, a toxinas de 60-70 kDa. Esta 
activación también puede llevarse a  cabo in vitro por ciertas proteasas (Whiteley y 
Schnepf, 1986).
Los genes cryl pueden ser distinguidos de otros genes cry simplemente por 
homología de secuencia. Tres de ellos, cryIA(a), cryIA(b) y cryIA(c), muestran más 
de un 80% de identidad de aminoácidos y se consideran como un subgrupo 
separado del resto. Las diferencias a nivel de nucleótidos entre los tres genes se 
localizan principalmente en una sección limitada de la región que codifica para el 
fragmento tóxico (Whiteley y Schnepf, 1986). Análisis mediante deleciones de los 
genes del grupo cryl (Adang et al., 1985; Wabiko et al., 1985; Schnepf y Whitheley,
1985) y la secuenciación de aminoácidos de las proteínas activadas (Hofte et al.,
1986), demostraron que su dominio tóxico está localizado en la mitad N-terminal de 
la protoxina. Sin embargo, la comparación de secuencias de aminoácidos mostró 
que el extremo C-terminal está muy conservado para todos los genes cry. Este 
dominio no parece participar en la toxicidad. Sin embargo hay que destacar que 
casi todos los residuos de cisterna que presentan estas proteínas, están localizados 
en el extremo C-terminal (Bietlot et al., 1990), y que los enlaces disulfuro han sido 
implicados en el mantenimiento y en las inusuales propiedades de solubilidad de 
los cristales (Lüthy y Ebersold, 1981). Por lo tanto, la mitad C-terminal de las 8- 
endotoxinas podría estar implicada en la formación del cristal, y la conservación de 
la secuencia de esta parte de la molécula sería suficiente para permitir el 
ensamblamiento de diferentes proteínas en el mismo cristal.
B) GENES cryll:
Los genes cryll codifican proteínas de 65 kDa que forman inclusiones 
cuboidales en cepas de diferentes subespecies de B. thuringiensis, por ejemplo 
kurstaki HD-1, berliner y otras (Yamamoto, 1983; Yamamoto et al., 1983). 
Actualmente se conocen tres tipos de ICPs tipo II. CrylIA, CrylIB y CrylIC 
(Yamamoto y Powell, 1993). Las proteínas CrylIA y CrylIB son altamente
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homologas, presentan una identidad entre sus aminoácidos del 87%, pero se 
diferencian en su espectro insecticida. CrylIA es activa contra especies de 
lepidópteros y dípteros mientras que CxylIB lo es sólo contra lepidópteros (Widner 
y Whiteley, 1989).
TABLA I. IDENTIFICACIÓN DE LOS GENES DE B. thuringiensis
Gen Tamaño ICP (kDa)1 Toxicidad B. thuringiensis subsp.2
crylACa) 130-140 Lepidópteros kurstaki HD-1
aizawai
sotto
entomocidus
thuringiensis
cryIA(b) 130-140 Lepidópteros berliner 1715 
kurstaki HD-1 
aizawai IPL7 
kurstaki NKD-12 
aizawai IC-1
cryIA(c) 130-140 Lepidópteros kurstaki HD-73
crylB 130 Lepidópteros thuringiensis HD-2 
entomocidus HD-110
crylC 135 Lepidópteros entomocidus 601 
aizawai HD-137 
entomocidus HD-110
crylD 130 Lepidópteros aizawai HD-68
crylE 133 Lepidópteros aizawai HD-68
crylF 134 Lepidópteros aizawai HD-68
crylG 130 Lepidópteros gallerriae
crylIA 66 Lepidópteros y Dípteros kurstaki HD-263
kurstaki HD-1
crylIB 70 Lepidópteros kurstaki HD-1
crylIC 69 Lepidópteros kurstaki HD-1
crylIIA 73 Coleópteros san diego
tenebrionis
EG2158
crylIIB 71 Coleópteros tolworthi
kyushuensisi
crylIIC 129 Coleópteros galleriae
crylIID 73 Coleópteros kurstaki
crylVA 134 Dípteros israelensis
crylVB 128 Dípteros israelensis
crylVC 78 Dípteros israelensis
crylVD 72 Dípteros israelensis
cryV 81 Coleópteros
Lepidópteros
y kurstaki
cytA 28 dtolítica israelensis 
morrisoni PG-14
1 Tamaño del producto génico antes de la activación.
2 Subespecie de B. thuringiensis de la que se ha clonado el gen.
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C) GENES crylll:
Hasta el momento se han descrito tres cepas de B. thuringiensis activas 
contra coleópteros y que producen la ICP CrylIIA. Estas cepas son la subespecie 
tenebrionis, la subespecie san diego y la cepa EG2158 de B. thuringiensis (Krieg et 
al., 1983; Herm stadt et al., 1988; Donovan et al., 1988).
La expresión del gen crylIIA en E. coli da lugar a una protema de 72 kDa, 
que en B. thuringiensis es convertida a un polipéptido de 66 kDa por prote as as 
asociadas a las esporas (Carroll et al., 1989). El gen crylIIA presenta homología con 
la región que codifica para el dominio tóxico de las proteínas correspondientes en 
los genes cryl y cryW, es decir con la zona correspondiente a extremo 5’ (N- 
terminal) y carece de la región correspondiente al extremo 3’ (C- terminal) de estas 
moléculas (McPherson et al., 1988).
También se han clonado los genes correspondientes a  otras ICPs como 
CrylIIB (Sick et al., 1990) y CrylIID (Lambert et al., 1992a). Estas dos proteínas 
presentaron una homología respecto a CrylIIA del 69 y 74% respectivamente. 
Además se ha purificado otra ICP de este grupo, CrylIIC (Lambert et al, 1992b). A 
diferencia de las otras proteínas Crylll, CrylIIC es una protoxina de 129 kDa con 
un fragmento tóxico de 69 kDa.
D) GENES cryIV Y  GEN cyt:
La clase de los genes tipo IV está formada por un grupo bastante 
heterogéneo de 5-endotoxinas específicas para dípteros. Los cuatro genes de este 
tipo, así como el gen cyt, se encuentran presentes en las cepas de B. thuringiensis 
subsp. israelensis (Federici et al., 1990). Los genes de la clase crylV son similares 
en estructura con otros genes cry. El gen cyt codifica para otro tipo de toxina, que 
es citolítica (Thomas y Ellar, 1983; Ward et al., 1986).
crylVA y crylVB codifican proteínas de 130 kDa que, de forma similar a 
otras toxinas tipo Cryl, son proteolíticamente convertidas en polipéptidos de 65-72 
kDa, tóxicos (Pfannestiel et al., 1986; Ward y Ellar, 1987; Sen et al., 1988; 
Tungpradubkul et al., 1988; Yamamoto et al., 1988; Pao-intara et al., 1988). Los 
extremos 3’ de crylVA y crylVB son prácticamente idénticos entre sí y muy 
similares a los de otros genes cry (Chungjatupomchai et al., 1988).
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crylVC y cryTVD codifican para proteínas de 78 kDa (Thome et al., 1986) y 
72 kDa (Donovan et al., 1988) respectivamente. El gen crylVC presenta homología 
con la región N-terminal de crylVA, crylVB y cryIA(b) y tiene una segunda pauta 
de lectura (ORF2) 45 pb hacia abajo del codón de parada de la pauta que codifica la 
proteína CrylVC. Esta segunda pauta de lectura es similar a la mitad C-terminal 
de otros genes cry (Thome et al., 1986). Es por lo tanto probable que el gen crylVC 
y la ORF2 correspondan a un gen tipo cryl que haya sido reordenado.
La secuencia de CrylVD revela una homología limitada con otras ICPs. 
Además esta proteína es proteolíticamente activada a un fragmento de 30 kDa 
(Ibarra y Federici, 1986; Pfannensteil et al., 1986; Chilcott y Ellar, 1988), cuya 
localización en la proteína intacta no es conocido.
La proteína de 28 kDa codificada por el gen cyt, no muestra ninguna 
homología de secuencia con las proteínas Cry. Se activa a proteínas de 22-25 kDa 
mediante la acción de proteasas y por sí misma es levemente tóxica para 
mosquitos. Sin embargo, tiene un efecto sinergístico con las proteínas CryIV. Es 
citolítica para cierto número de células de invertebrados y vertebrados, incluidos 
mamíferos (Thomas y Ellar, 1983; Ward et al., 1986).
E) GEN cryV:
Recientemente se ha identificado una proteína de 81.2 kDa que no se ha 
podido incluir en ninguno de los grupos anteriormente descritos puesto que es 
diferente tanto en estructura primaria y secundaria, tamaño y espectro insecticida. 
El producto del gen cryV es tóxico contra larvas de especies de coleópteros y de 
lepidópteros y el gen se ha clonado en la subespecie kurstaki cepa 4835 (Tailor et al, 
1992).
Cuando se comparan mediante el algoritmo de Fitch-Margoliash las 
secuencias de aminoácidos de las 29 ICPs descritas hasta el momento, las 
relaciones evolutivas que se obtienen entre las distintas ICPs se representan en la 
figura 1. En algunos casos, aparentemente existe una buena correlación entre la 
clasificación de las 5-endotoxinas basada en su similitud estructural y la obtenida 
según su espectro insecticida. Por ejemplo, las proteínas tipo Cryl activas contra 
lepidópteros aparecen muy relacionadas. Todas, con la excepción de CiylB y CrylG, 
tienen probablemente un antecesor común. Sorprendentemente, las proteínas
8
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activas contra coleópteros están agrupadas junto con Cry IB. Entre el resto de 
proteínas Cry los agrupamientos se correlacionan menos con su toxicidad frente a 
los distintos tipos de insectos.
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Figura 1.- Posibles relaciones evolutivas entre las ICPs de B. thuringiensis 
obtenidas mediante comparación de su secuencia de aminoácidos (Feitelson et 
al., 1992).
1.4.- DIVERSIDAD ENTRE LAS CEPAS DE Bacillus thuringiensis:
La mayoría de los genes que codifican para ICPs no están localizados en el 
cromosoma bacteriano, sino en plásmidos que a su vez, pueden ser portadores de 
más de un gen de ICP. Además cada cepa de B. thuringiensis puede llevar más de
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uno de estos plásmidos, muchos de los cuales pueden ser transferidos mediante 
conjugación a otras cepas, creándose así nuevas combinaciones. Esta naturaleza 
multigénica de muchos aislados de B. thuringiensis le confiere, entre otras 
propiedades, la posibilidad de producir efectos sinergísticos entre las distintas 5- 
endotoxinas que pueden generar actividades insecticidas mayores a las de cada 
ICP individualmente.
Los genes cry presentan una estructura tipo transposón al estar flanqueados 
por dos conjuntos de repeticiones invertidas y algunos de ellos contienen además 
un elemento transponible (Lereclus et al., 1989). Esta asociación con elementos 
transponibles podría tener como resultado la multiplicidad de genes cry 
encontrados en plásmidos diferentes lo que además podría explicar la divergencia 
entre los distintos genes.
Otra posible explicación de la gran diversidad existente en la naturaleza 
entre las cepas de B. thuringiensis podría ser que los genes bacterianos que 
codifican las toxinas y los genes de las proteínas diana en los distintos huéspedes 
coevolucionaran. Cuando un insecto desarrollara resistencia frente a una cepa, se 
produciría una presión de selección para otra cepa microbiana diferente (Feitelson 
etal., 1992).
Otros mecanismos tales como la pérdida espontánea de los plásmidos 
(Carlton y Gawron-Burke, 1993), también podrían explicar la generación de la gran 
diversidad encontrada en las poblaciones naturales de B. thuringiensis.
El conocimiento de las bases moleculares de la actividad insecticida de B. 
thuringiensis ha favorecido el desarrollo de nuevas aproximaciones, con un mayor 
potencial que los convencionales programas de aislamiento de cepas y bioensayos. 
Estas aproximaciones implican la manipulación genética de los plásmidos que 
contiene cada cepa y utilizan metodologías tanto de DNA recombinante como las 
más clásicas de conjugación o eliminación de plásmidos. Con estos métodos se 
puede alterar la información genética de cada cepa en lo que respecta a la 
producción de ICPs y puede dar como resultado la mejora de la actividad y espectro 
insecticida de una cepa concreta.
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1.5.- ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS CRY:
Actualmente son dos las proteínas Cry de las que se conoce su estructura 
terciaria, determinada por cristalografía de rayos-X. Se tra ta  de la proteína 
CrylIIA, específica para coleópteros (Li et al., 1991), y de CryIA(a), tóxica para 
lepidópteros (Borisova et al., 1994).
CrylIIA presenta tres dominios estructurales distintos (Fig. 2). El dominio I 
consta de 290 aminoácidos del extremo N-terminal y es un clúster de siete hélices 
a, seis de las cuales se dispones alrededor de una central que además es hidrófoba. 
Las hélices 1 y 7, que se sitúan cerca del dominio II son ricas en residuos 
hidrófobos mientras que las hélices a2, cx3, a4 y oí6 , que están encaradas hacia el 
exterior son relativamente hidrófilas. El dominio II está constituido por tres hojas 
p, estructuralmente homologas y dispuestas formando una columna. El dominio III 
contiene varias cadenas p antiparalelas (Li et al., 1991).
A cada uno de estos dominios se les ha atribuido una participación específica 
dentro del modo de acción de las 6-endotoxinas de B. thuringiensis. Se piensa que el 
dominio I estaría implicado en la formación de poros en la membrana, mientras 
que los dominios II y III estarían relacionados con la unión al receptor y la 
especificidad de las ICPs.
Figura 2.- Estructura cristalográfica propuesta para la proteína CrylIIA (Li et 
al., 1991).
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El estudio cristalográfico de CryIA(a) ha mostrado que esta molécula 
contiene también tres dominios: un haz formado por ocho hélices, desde el 
aminoácido 34 al 250, otro dominio de tres hojas (aminoácidos 258 a 457) y un 
tercer dominio en (3-sandwich (aminoácidos 463 a 600) (Grochulski et a l, 1994). El 
plegamiento de estos tres dominios es similar a los de la proteína CrylIIA.
En las ICPs de B. thuringiensis se pueden distinguir generalmente, en la 
secuencia de aminoácidos correspondiente al fragmento tóxico, cinco bloques 
altamente conservados (Hófte y Whiteley, 1989). Estos bloques de aminoácidos 
están separados por secuencias altamente variables, de longitudes diferentes 
dependiendo del tipo de proteína (Fig. 3). Excepciones a esta característica son las 
proteínas Cryll y CrylV, que presentan una homología significativa con el resto de 
proteínas Cry únicamente con la región correspondiente al bloque 1. Otra 
característica compartida de todas las proteínas Cry, excepto de nuevo las tipo 
Cryll y CrylVD, es la presencia de varios aminoácidos hidrófobos en la misma 
posición entre los primeros 120 aminoácidos del extremo N-terminal. Para estos 
aminoácidos se pueden predecir las propiedades de un segmento transmembrana. 
Es de destacar que en esta región se conserva únicamente el carácter hidrófobo de 
los aminoácidos y no su identidad, lo que indicaría su importancia funcional. Se ha 
propuesto que esta región juegue un papel en la interacción de la toxina con las 
células del intestino (Schnepf et al., 1985)
llS li
/
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cry  XT A
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Figura 3.' Esquema de los bloques de aminoácidos conservados entre las 
distintas ICPs (Lereclus et al., 1989).
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Se puede observar pues, que las ICPs de B. thuringiensis presentan un alto 
grado de conservación de residuos internos, lo que implica que las proteínas 
homologas adoptarán un plegamiento similar. Por lo tanto los modelos de 
estructura terciaria propuestos para CrylIIA y CrylA(a) podrían extenderse al 
resto de proteínas de la familia y proponer las bases para la actividad insecticida de 
las 5-endotoxinas, como si de una familia de proteínas se tratara.
1.6.- MODO DE ACCIÓN DE LAS PROTEÍNAS CRY:
Cuando una larva de un insecto susceptible ingiere una 5-endotoxina, 
comienzan en su intestino una serie de procesos que conducen a cambios 
fisiológicos y a su muerte. Generalmente, el intestino se paraliza, la ingestión de 
alimentos por parte del insecto cesa y la larva muere en unos días (Heimpel y 
Angus, 1959). Los efectos patológicos de la intoxicación se manifiestan 
principalmente en el intestino medio del insecto. La morfología de esta parte del 
intestino es muy diferente de la del anterior o posterior. El intestino medio de 
insectos consta de un epitelio formado por una monocapa de células situado sobre 
una membrana basal. El epitelio intestinal consiste principalmente en tres tipos 
celulares: las células columnares, las células calciformes y las células regenerativas 
(Fig. 4). Las células columnares tienen una función digestiva y de absorción, 
mientras que las células calciformes están implicadas en el transporte iónico. 
Durante su diferenciación, las células columnares forman numerosas 
microvellosidades en su superficie apical, lo que se denomina el borde estriado o en 
cepillo. Las células calciformes se caracterizan por poseer una gran cavidad oval 
que está en contacto con el lumen y el núcleo localizado basalmente. Las células 
regenerativas son pequeñas y triangulares y se distribuyen, individualmente o en 
grupo, entre las células columnares y las calciformes. En el lumen del tracto 
intestinal de la mayoría de insectos, y bordeando el epitelio, se encuentra la 
membrana peritrófica, cuya función es proteger el epitelio de los daños producidos 
por posibles ataques bacterianos o por las partículas de comida (Dow, 1986).
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Figura 4.- Esquema del epitelio intestinal del intestino medio de una larva de 
insecto. MB membrana basal, CC célula columnar, CCA célula calciforme, CR 
célula regenerativa, BB borde estriado, N núcleo.
El primer efecto producido por la ingestión de las 5-endotoxinas es que las 
células columnares aumentan de volumen, de tal manera que las microvellosidades 
se acortan y quedan prácticamente integradas dentro de las células. El citoplasma 
se vacuoliza y el retículo endoplásmico y las mitocondrias se desintegran 
gradualmente. La pérdida de las funciones del epitelio conduce a un libre 
intercambio de fluidos entre la hemolinfa y el lumen intestinal con lo que se rompe 
el equilibrio osmótico. El resultado final es la lisis celular y la destrucción del 
intestino (Endo y Nishiitsutsuji-Uwo, 1980; Lüthy y Ebersold, 1981; Mathavan et 
al., 1989, Bauer y Pankratz, 1992).
En los apartados que siguen a continuación se describirán los procesos 
bioquímicos que sufren las proteínas Cry, una vez en el intestino de los insectos 
para producir su acción.
l.- Solubilización:
Todas las ICPs requieren su solubilización en el intestino del insecto, antes 
de producir su efecto. El intestino de la mayoría de los insectos diana tiene un pH 
muy elevado (Dow, 1984), lo que es esencial para la disolución de la mayoría de las 
protoxinas, que son solubles normalmente sólo a pH superior a 9.5. Así, los 
cristales ingeridos por un insecto se disuelven en este ambiente alcalino, 
liberándose las 5-endotoxinas. Se ha comprobado que tanto la composición del 
lumen del intestino como la composición del cristal de B. thuringiensis influyen en 
la eficacia de la solubilización (Jaquet et al., 1987; Aronson et al., 1991), y por lo 
tanto en la especificidad de las ICPs.
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2.- Activación de las toxinas:
Una vez solubilizadas, las 5-endotoxinas son activadas bien por proteasas 
del intestino del insecto, bien por proteasas asociadas a los mismos cristales (Dow, 
1986; Thurley et al., 1985; 1985; Carroll et al., 1989). Serín-proteasas realizan la 
activación, eliminando normalmente 500 aminoácidos del extremo C-terminal de 
las protoxinas de 130 kDa y 28 aminoácidos del extremo N-teminal, conservando 
un fragmento activo de 60-78 kDa, resistente a proteasas y que comprende la 
mitad N-terminal de la protoxina (Lecadet y Dedonder, 1967; Tojo y Aizawa, 1983). 
Las proteínas de 70 kDa como las Cryll, Crylll y CiylVD se pueden considerar 
formas truncadas naturalmente de la mitad N-terminal de las proteínas Cry de 130 
kDa y no sufren proteolisis en su extremo C-terminal (Hodgman y Ellar, 1990). Sin 
embargo, en el extremo N-terminal de CrylIA y CrylIIA sí que se eliminan algunos 
aminoácidos (Adang, 1991; Carroll et al., 1989).
Del mismo modo que la solubilización, la proteolisis puede determinar la 
especificidad de las 5-endotoxinas. Por ejemplo, una ICP de B. thuringiensis 
aizawai, tóxica para larvas tanto de lepidópteros como de dípteros, retiene su 
actividad contra especies de los dos grupos tras ser activada por proteasas del 
intestino de lepidópteros. Sin embargo, cuando se trata  con contenido intestinal 
procedente de dípteros, la toxicidad sólo se mantiene contra especies de este grupo 
(Haider et al., 1986).
3.- Interacción del fragmento tóxico con las células del intestino:
La acción primaria de las 5-endotoxinas se produce sobre el epitelio 
intestinal de los insectos susceptibles, donde se ha demostrado que se unen 
específicamente. Esta demostración se ha llevado a cabo in vitro utilizando 
vesículas del borde en cepillo de la membrana epitelial del intestino (BBMVs) y 5- 
endotoxinas marcadas con l26I (Hofinann et al., 1988a y b). Las vesículas consisten 
mayoritariamente en la membrana apical del borde en cepillo de las células 
columnares del intestino. Los estudios in vitro mostraron una correlación entre 
toxicidad y la existencia de sitios de unión de alta afinidad en las BBMVs 
(Hofmann et al., 1988a; Hofmann et al., 1988b; Van Rie et al., 1989; Van Rie et al., 
1990, Escriche et al., 1994; Denolf et al., 1993a). Los resultados sugirieren que los 
receptores de las 5-endotoxinas son determinantes de su especificidad, y que su
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toxicidad podría resultar bien del número de receptores presentes o de la afinidad 
de las ICPs por ellos. Sin embargo, algunos experimentos han demostrado que esta 
correlación no se cumple en todos los casos. Por ejemplo CrylC se une con alta 
afinidad a BBMVs del intestino de H. virescens, y sin embargo la toxina no es 
activa contra este insecto (Van Rie et al., 1990). Otras excepciones se producen en 
Lymantria dispar con CryIA(c) (Wolfersberger, 1990), y con la misma toxina en 
Spodoptera frugiperda (Garczynski et al., 1991), donde no se puede relacionar 
toxicidad con sitios de unión. Así, la unión al receptor es importante, pero sólo una 
parte del proceso insecticida.
4.- Formación del poro:
Tras unirse a un receptor específico las 5-endotoxinas se insertan 
irreversiblemente en la membrana plasmática de la célula (Van Rie et al., 1989, 
Van Rie et al., 1990). El paso siguiente implica la formación de un poro o lesión en 
la membrana, lo que conduce a la ruptura de la barrera de permeabilidad de la 
membrana y a la lisis celular.
En los últimos años, se han propuesto tres hipótesis para la acción de las
ICPs:
• Las 5-endotoxinas inhibirían directamente las ATP-asas de la membrana 
plasmática (English y Cantley, 1986). Esta hipótesis se descartó 
posteriormente, puesto que las ATPasas no se localizan en el exterior de 
la membrana apical de las células columnares del intestino y en ningún 
momento, se ha podido observar que las toxinas hayan de ser 
internalizadas para producir su acción (Fast et al., 1978, Dow, 1986).
• Las 5-endotoxinas aumentarían selectivamente la permeabilidad del ion 
K+, formando de alguna forma junto con el receptor poros altamente 
específicos para este ion. Esta hipótesis se basa en la observación, en P. 
brassicae, de que el transporte de aminoácidos a través de las vesículas, 
que es dependiente del gradiente de potasio, se inhibe por las proteínas 
Cry (Sacchi et al., 1986). La inhibición está causada por la formación de 
poros específicos para K \ El flujo de ion por los poros reduce el gradiente 
de que depende el transporte de aminoácidos.
16
CAPÍTULO 1
• Las 8-endotoxinas, por sí mismas o junto con el receptor, formarían poros 
no específicos, únicamente selectivos para el tamaño de las moléculas a 
las que permiten el paso (Knowles et al., 1987). La confirmación de que 
estos poros se pueden producir se ha realizado mediante estudios con 
bicapas lipídicas y varias ICPs (Knowles et al., 1989; Slatin et al., 1990)
La estructura propuesta para las proteínas Cry apoyaría estas dos últimas 
hipótesis, con el dominio de las hélices antipáticas localizadas en el fragmento N- 
terminal implicado en la formación del poro. Una evidencia indirecta de esta 
implicación sería el hecho de que cuando se introducen aminoácidos cargados en 
este dominio hidrófobo en CryIA(c), se produce una menor actividad insecticida de 
esta toxina (Wu y Aronson , 1990).
1.7.- INTERACCIÓN ICP-MEMBRANA INTESTINAL:
Cuando nos referimos a los receptores para las toxinas de B. thuringiensis 
estamos hablando de moléculas de la membrana del intestino de los insectos a las 
que se unen las 8-endotoxinas. No se conoce cual es la función real de estas 
moléculas ni de que modo están implicadas en la acción de las ICPs.
En los últimos años, se ha realizado un esfuerzo muy importante para 
conseguir la identificación de los receptores de B. thuringiensis en los insectos 
diana. La aproximación experimental que más se ha utilizado para lograr esta 
identificación es la denominada “ligand blot”. Esta técnica implica la separación de 
las proteínas diana mediante electroforesis y su transferencia a filtros de 
nitrocelulosa. Las posibles proteínas receptoras se identifican mediante hibridación 
con el ligando, en este caso la ICP, que bien está marcada radiactivamente o bien 
se dispone de anticuerpos contra ella, con lo que se puede detectar su unión al 
receptor. Sin embargo, para poder identificar de manera inequívoca las moléculas 
receptoras, debe demostrarse que, en presencia de toxina, son capaces de provocar 
la formación de poros después de ser reconstituidas en bicapas lipídicas donde no 
estén presentes otras proteínas.
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Mediante la técnica de “ligand blot” se han identificado varías proteínas, 
posibles receptores de distintas ICPs. En Heliothis virescens se ha demostrado que 
CryIA(a) y CryIA(b) se unen a la misma protema de 170 kDa, mientras que 
CryIA(c) se une a dos proteínas de 140 y 120 kDa (Oddou et al., 1991). En 
Spodoptera littoralis, CrylC se une a dos proteínas de 40 y 65 kDa y CryIA(c) a 
otra de 40 kDa y débilmente a una proteína de 120 kDa (Garczynski et al., 1991; 
Sanchis y Ellar, 1993). Cuando se incuban vesículas del borde en cepillo de la 
membrana de Spodoptera littura y Bombix morí, con proteínas de la cepa B. 
thuringiensis subsp. kurstaki HD1 (contiene CryIA(a) y CryIA(b)), sé identifican 
proteínas de 220,150 y 130 kDa en B. morí y de 160 kDa en 5. littura (Indrasith y 
Horí, 1992). En Manduca sexta, CiyIA(c) se une a una proteína de 120 kDa 
(Knowles et al., 1991; Garczynski et al., 1991; Sangadala et al., 1994) y CryIA(b) a 
otra proteína de 210 kDa (Vadlamudi et al., 1993). En el único coleóptero en el que 
hasta el momento se ha identificado una proteína de unión para una ICP es en 
Tenebrio molitor en el que se ha detectado unión de CrylIIA a una proteína de 144 
kDa(Belfiore etal., 1994)
Por el momento, no se conoce mucho acerca de la naturaleza molecular de 
estas proteínas capaces de imir las S-endotoxinas de B. thuringiensis. Tan sólo se 
ha logrado la identificación de dos de ellas en Manduca sexta, donde se ha 
propuesto para el receptor de CiyIA(c) la función de aminopeptidasa (Knight et a l ., 
1994) y para el de CryIA(b), una proteína tipo cadherina (Vadlamudi et al., 1995).
Se han propuesto tres modelos para el papel de los receptores de B. 
thuringiensis (Knowles y Dow, 1993):
• El receptor es por sí mismo un canal transmembrana que puede ser 
abierto por la toxina. En este caso se esperaría observar una correlación 
directa entre unión de la toxina y formación del poro, pero esta relación 
no se cumple para todas las ICPs. Como ya hemos indicado, algunas 
toxinas manifiestan alta afinidad por vesículas del intestino de insectos 
para los que no son tóxicas (Garczynski et al., 1991; Wolfersberger, 1990).
• La toxina junto con el receptor forma un poro. Existen ciertas evidencias 
de que CryIA(c) es capaz de formar poros cuando se inserta en bicapas
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lipídicas, y que estos poros son diferentes cuando lo hace en presencia de 
proteínas de vesículas de M. sexta (Knowles y Dow, 1993).
• El receptor cataliza la asociación de la toxina y su inserción en la 
membrana, pero no juega ningún otro papel en la formación del poro. 
Para este modelo existen dos posibilidades:
1. El receptor actúa simplemente como un punto de anclaje para la 
toxina, aumentando su concentración en la superficie de la 
membrana.
2. La unión al receptor produce un cambio conformacional en la 
toxina que la capacita paira insertarse en la membrana. Este modelo 
implicaría que el receptor sería esencial para la formación del poro y 
que la toxina no podría insertarse en la membrana sin el cambio 
conformacional.
Existen evidencias a favor de los tres modelos, pero mientras que no se 
purifique un receptor funcional y se caracterice su interacción con las toxinas será 
muy difícil decantarse por uno de ellos.
1.8.- RESISTENCIA A LAS ICPs DE B. thuring iensis :
La resistencia a insecticidas puede ser uno de los mayores problemas a los 
que se enfrente la agricultura y la salud pública en el próximo siglo. Cada tipo de 
insecticida nuevo que se ha utilizado, ha producido en más o menos tiempo la 
adaptación de los insectos plaga a sus efectos. En la actualidad, se han descrito 
más de quinientas especies de artrópodos resistentes a algún insecticida 
(Georghiou, 1988). La resistencia tiene como resultado un incremento en las 
frecuencias de aplicación de los pesticidas así como el aumento de las dosis a 
utilizar, lo que disminuye su rendimiento y produce un mayor daño al medio 
ambiente. Además dada la dificultad y la gran inversión que supone el desarrollo 
de un insecticida nuevo, es necesario asegurar su eficacia y utilización futura. Por 
estas razones es necesario conocer los mecanismos por los que los insectos 
adquieren resistencia, con objeto de diseñar estrategias para retrasar su aparición.
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¿Qué es la resistencia? La Organización Mundial de la Salud define 
resistencia como "el desarrollo en una cepa de un organismo de la capacidad para 
tolerar dosis de una sustancia tóxica que producirían la muerte en la mayoría de 
individuos de una población normal (susceptible) de la especie” (Mullin y Scott, 
1992). Por lo tanto la resistencia es un proceso de selección y adaptación genética 
que permite a una población o a u n  individuo escapar al control.
Respecto al desarrollo de resistencia Bacillus thuringiensis no es diferente 
de otros insecticidas. Después de aproximadamente treinta años de utilización de 
este bioinsecticida en el control de plagas, se ha detectado la aparición de 
resistencia en ciertas zonas donde se ha utilizado exhaustivamente (Stone et al., 
1991; Tabashnik, 1994). Además mediante experimentos de selección en el 
laboratorio se ha demostrado que algunas especies como: Plodia interpunctella, 
Heliothis virescens, Cadra cautella, Trichoplusia ni, Leptinotarsa decemlineata etc. 
pueden desarrollar resistencia a B . thuringiensis (Tabashnik, 1994).
• Desarrollo de resistencia en el campo:
La única especie que, de momento, ha desarrollado resistencia a Bt en el 
campo es Plutella xylostella, plaga de cruciferas. Se han descrito poblaciones 
naturales resistentes en Hawaii, Filipinas, Florida, Japón, Malasia y Tailandia 
(Tabashnik et al., 1994).
En todos los casos, excepto en la población filipina, la resistencia se ha 
producido contra formulaciones de B. thuringiensis var kurstaki (Tabashnik et al., 
1990; Shelton y Wyman, 1990; Marrone y Macintosh, 1993). En el caso de la 
población de Filipinas, la resistencia encontrada fue específica para CryIA(b) (Ferré 
etal., 1991).
• Desarrollo de resistencia en el laboratorio:
El primer insecto sobre el que se realizó selección en el laboratorio para 
provocar la resistencia a B. thuringiensis fue Plodia interpunctella (McGaughey, 
1985a y b). La selección con Dipel (insecticida que contiene CryIA(a), CryIA(b), 
CryIA(c) y CrylIA) en el laboratorio de una población natural, dio como resultado 
un incremento en la dosis letal necesaria para matar al 50% de los individuos 
(LDbo) de cien veces respecto de la población parental (McGaughey, 1985). Además 
en este mismo insecto, se demostró que el desarrollo de resistencia se producía a
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diferentes velocidades, dependiendo del origen de la cepa seleccionada (McGaughey 
y Beeman, 1988).
Otro insecto en el que se ha provocado resistencia a Bt mediante selección 
en el laboratorio es Heliothis virescens. En este caso, la selección dio como resultado 
diferentes niveles y tipos de resistencia. Cuando la selección se realizó exponiendo 
a los insectos a diferentes dosis de la bacteria Pseudomonas fluorescens, en la que 
se había introducido y expresado el gen cryIA(b), en catorce generaciones se 
consiguió un aumento de la resistencia de aproximadamente veinticuatro veces 
respecto de una cepa control (Stone et al., 1989). Esta misma cepa se continuó 
seleccionando con el insecticida Dipel y con Pseudomonas recombinante. El análisis 
de toxicidad a estos productos demostró que la cepa había desarrollado resistencia 
a Dipel, a Pseudomonas, y a CryIA(b) y CryIA(c) puras (Macintosh et al., 1991)
La selección de otra colonia de H. virescens con la cepa HD73 de B. 
thuringiensis, que expresa únicamente CrylA(c), dio como resultado un amplio 
espectro de resistencia. Se encontraron diferencias en la LDM para CryIA(c), 
CryIA(b) y CrylIA, respecto de una cepa control. Se produjo también resistencia 
cruzada para CryIA(a), CrylB y CrylC (Gould et al., 1992).
El nivel más alto de resistencia obtenido con este insecto fue de diez mil 
veces contra CrylA(c), en una cepa que había sido seleccionada con esta toxina. 
Esta cepa también mostró resistencia cruzada a CryIA(b) y CrylF. Los niveles de 
resistencia desarrollados por H. virescens en cada caso se resumen en la tabla II.
TABLA II.- DESARROLLO DE RESISTENCIA EN EL LABORATORIO POR Heliothis 
virescens.
Toxinas contra las que se ha desarrollado resistencia en H. 
virescens1______________________ _______________
Toxina o cepa de selección CryIA(b) CryIA(c) CrylF CrylIA Dipel Pseudomonas
Pseudomonas (CryIA(b)) 24 — — — — —
Dipel + Pseudomonas 71 16 — — 57 75
B. thuringiensisHD73 13 50 — 53 — . . .
CryIA(c) 2.300 10.000 3.700 . . . — . . .
1 Expresado en factor de resistencia respecto de la cepa no seleccionada.
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Con T. tú  se obtuvo una resistencia específica para CryIA(b), treinta y una 
veces más resistente que una cepa no seleccionada, pero no para CryIA(a) y 
CiyIA(c) (Estada y Ferré, 1994).
No sólo se ha obtenido resistencia a Bt en el laboratorio para especies de 
Lepidópteros. También para Coleópteros se ha descrito el desarrollo de resistencia. 
Ciertas poblaciones de Leptinotarsa decemlineata y Chrysomela scripta de EE.UU. 
fueron tratadas en el campo con B. thuringiensis subsp. tenebrionis y después 
fueron seleccionadas en el laboratorio. Se produjo una resistencia de sesenta veces 
en L. decemlineata y de más de cincuenta veces en C. scripta a CrylIIA, tras 
veinticuatro generaciones de selección (Whalon et al., 1993)
1.9.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A B. thuringiensis:
El mecanismo por el que un insecto desarrolla resistencia a una cierta 
toxina está inevitablemente ligado a su modo de acción. En el caso de B. 
thuringiensis, este modo de acción es complejo y como ya hemos visto consta de 
varios pasos. Una alteración en alguno de ellos podría conducir al desarrollo de 
resistencia. Así, cambios en el fluido intestinal como por ejemplo en la composición 
iónica, pH etc., podrían afectar a los procesos de solubilización de las ICPs. 
Alteraciones en la proteolisis o activación de las toxinas, en las proteínas 
receptoras de las 5-endotoxinas o en otras asociadas a ellas o en la membrana 
peritrófica, que actúa como filtro, podrían dar como resultado una menor 
susceptibilidad de los insectos hacia las toxinas.
Los mecanismos bioquímicos de resistencia a B. thuringiensis descritos 
hasta el momento se pueden clasificar en tres grupos según el paso del modo de 
acción al que afectan:
1. Resistencia debido a modificaciones del sitio de unión.
2. Resistencia debida a un procesado proteolítico alterado.
3. Otros mecanismos no determinados.
1.- Resistencia debida a modificaciones del sitio de unión:
La primera vez que se determinó el mecanismo de resistencia a Bt fue en 
una cepa de Plodia interpunctella resistente a Dipel. Cuando se determinó la
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toxicidad de diferentes ICPs individualmente, la cepa fue muy resistente a 
CryIA(b) pero no a CrylC. Mediante experimentos de unión de BBMVs con 126I- 
CryLA(b) se demostró que la cepa resistente presentaba una menor afinidad por la 
protema CryIA(b), aunque el número de sitios de unión de esta cepa respecto de la 
control no variaba (Van Rie et al., 1990b). Para CrylC no se observó esta diferencia 
entre las dos cepas. La resistencia se debía pues a una alteración en el sitio de 
unión de CryIA(b).
En Plutella xylostella también se ha demostrado que la resistencia es debida 
a modificaciones en el sitio de unión. La demostración se realizó mediante dos 
técnicas diferentes: experimentos de unión receptor-128I-ICP y experimentos de 
unión receptor-ICP en secciones de tejido intestinal.
En la cepa resistente de P. xylostella de Filipinas, no se consiguió unión 
específica de CryIA(b) ni a vesículas del intestino ni a secciones de tejido (Ferré et 
al., 1991, Bravo et al., 1992a). Por lo tanto, al igual que en P. interpunctella, la 
resistencia encontrada en esta población es debida a una alteración en el sitio de 
unión de CryIA(b). Puesto que no se consiguió unión a la toxina, fue imposible 
determinar si la modificación afectaba a la afinidad o a la concentración de sitios de 
unión.
En la población de P. xylostella procedente de Hawaii, se demostró que la 
unión de 126I-CryIA(c) a vesículas estaba altamente disminuida (Tabashnik et al., 
1994). Al igual que en el caso anterior, no se pudo determinar si la alteración del 
sitio de unión afectaba a su afinidad por la toxina o a su concentración. Además en 
esta cepa se comprobó que la resistencia revertía al interrumpir la selección y 
entonces se recuperaba la unión de CryIA(c).
Este mismo mecanismo de resistencia se determinó para la cepa de P. 
xylostella de Florida. Mediante la técnica de unión de CryIA(b) marcada con biotina 
a secciones del tejido intestinal, se demostró la incapacidad de unión de esta toxina 
(Denolf et al., 1993b)
Así pues, para Plutella xylostella el único mecanismo de resistencia descrito 
hasta el momento es la modificación del sitio de unión para las ICPs. El hecho de 
que en este insecto la resistencia a Bt implique resistencia a CryIA(a), CryIA(b) y 
CryIA(c) pero no a otras Ó-endotoxinas, podría explicarse por una modificación de
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un sitio de unión común a las tres toxinas y la existencia de este sitio común se ha 
demostrado mediante experimentos de unión con las ICPs radiactivas (Ballester et 
al., 1994).
2.- Resistencia debida a alteraciones en la nroteolisis de las ICPs:
El primer estudio que se realizó para investigar si este mecanismo estaba 
implicado en la resistencia a Bt se llevó a cabo en P. interpunctella, en dos cepas de 
laboratorio una seleccionada y resistente a Dipel y otra control. El estudio se 
realizó comparando la capacidad de cada cepa para activar las protoxinas 
producidas por las cepas kurstaki HDl y aizawai HD133 y HD134. No se 
encontraron diferencias en las actividades proteolíticas de las dos cepas. (Johnson 
etal., 1990).
Sin embargo en otra cepa de P. interpunctella resistente a CryIA(b), 
CryIA(c) y CiylC sí que se pudo correlacionar la resistencia con un procesado 
modificado de las toxinas. En este caso, el contenido intestinal de los insectos 
resistentes mostró una actividad proteolítica significativamente menor que el de los 
insectos susceptibles. Además, la activación de la protoxina de CryIA(c) fue mucho 
más lenta con contenido intestinal de la cepa resistente respecto del control (Oppert 
etal., 1994).
3.- Otros mecanismos de resistencia:
A diferencia de los resultados en P. xylostella o P. interpunctella, 
cuando se ha analizado el mecanismo bioquímico de resistencia a B. 
thuringiensis en distintas cepas de H. virescens no se ha podido demostrar 
una asociación clara entre modificación en el sitio de unión y resistencia 
(Macintosh et al., 1991; Gould et al., 1992). Tampoco en Heliothis se ha 
demostrado por el momento, una implicación de las proteasas del intestino 
en el mecanismo de resistencia en. En este insecto, la resistencia debe de 
producirse por otros mecanismos como por ejemplo: solubilización anómala 
de las protoxinas en el intestino o también una menor susceptibilidad por 
parte del insecto a los procesos posteriores a la unión tales como la inserción 
de la ICP en la membrana o la formación del poro.
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1.10.- GENETICA DE LA RESISTENCIA A B. thuringiensis:
Un nivel de resistencia a un insecticida lo suficientemente elevado como 
para producir problemas de control de una plaga suele proceder de la alteración de 
un único gen (Roush y McKenzie, 1987), aunque esto es difícil de demostrar en 
poblaciones naturales debido a que los estudios son ambiguos por la inexistencia de 
marcadores genéticos.
Por otro lado, existen evidencias de que la selección en el laboratorio 
conduce generalmente a resistencia poligénica, debido al pequeño tamaño de las 
colonias y a la baja probabilidad de que existan individuos con genes mutados ya 
que la frecuencia de un alelo mutante resistente se ha estimado del orden de 10'* o 
menor (Roush y Tabashnik, 1990).
Las bases genéticas de la resistencia a B. thuringiensis se han investigado 
al menos en cuatro especies de insectos, obteniéndose unos resultados variables 
dependiendo de la especie y población analizada. En cinco colonias de P. 
interpunctella la resistencia era autosómica y desde parcialmente a totalmente 
recesiva, dependiendo de la cepa (McGaughey y Beeman, 1988). En una colonia de 
P. xylostella derivada de una población natural de Hawaii, la herencia de la 
resistencia seguía un modelo de un único gen autosómico recesivo (Tabashnik et al., 
1992a). Sin embargo, en una colonia del mismo insecto de Japón, la resistencia se 
debía a un único gen autosómico y parcialmente recesivo (Hama et al., 1992). En 
Heliothis virescens, la resistencia a CryIA(b) y CryIA(c) se heredó de forma 
autosómica (Gould et al., 1992; Sims y Stone, 1991). La resistencia a CryIA(b) fue 
parcialmente dominante, mientras que la resistencia a CryIA(c) variaba desde la 
codominancia a recesividad parcial. Además, en la resistencia a CryLA(b) parecen 
estar implicados más de un locus (Sims y Stone, 1991). En Coleópteros, la 
resistencia a CrylIIA en L. decemlineata se hereda de forma autosómica y 
parcialmente dominante (Rahardja y Whalon, 1995).
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1.11.- ESTRATEGIAS PARA EL USO DE B. thuringiensis EN EL CONTROL 
DE PLAGAS:
El control de la resistencia a B. thuringiensis puede contemplarse como un 
caso particular dentro del control integrado de plagas. Sin embargo, Bt se 
diferencia de la mayoría de insecticidas en lo que se refiere a su baja persistencia y 
a sus efectos en otros insectos beneficiosos. Además, los genes que codifican para 
las toxinas de B. thuringiensis pueden expresarse en otras bacterias así como en 
plantas. Estas características tan específicas de este bioinsecticida tienen 
importantes implicaciones para el control de la resistencia.
B. thuringiensis tiene una toxicidad muy baja contra los predadores 
naturales de los insectos plaga y esto supone una ventaja en el uso del insecticida. 
Los predadores naturales pueden reducir el desarrollo de la resistencia al disminuir 
la necesidad del uso del pesticida (Croft, 1990).
Otra característica de Bt es que tras su aplicación se degrada rápidamente 
por la luz ultravioleta, por lo que su persistencia en el campo es mucho menor que 
la de los insecticidas convencionales. Esta persistencia limitada es un factor 
importante para disminuir la selección de resistencia a Bt.
La expresión continua de las ICPs en plantas transgénicas puede producir 
una intensa selección para la resistencia puesto que los insectos estarían siempre 
expuestos al insecticida, incluso cuando no están causando un daño económico. Por 
tanto, la capacidad de regular la expresión temporal y espacial de las ICPs en las 
plantas puede ayudar a reducir la resistencia (Pferoen, 1992).
A continuación se resumen algunas de las estrategias que se pueden aplicar 
en el control de la resistencia a B. thuringiensis:
1. Rotaciones de toxinas: suponen la alternancia a lo largo del tiempo de 
productos basados en Bt con otros pesticidas de diferente modo de acción. El uso de 
las rotaciones depende de la restauración de la susceptibilidad en las poblaciones 
plaga, cuando se interrumpe la presión de selección o se cambia a otro gen 
(Tabashnik, 1989). Este supuesto asume que debe producirse una disminución de 
la eficacia biológica asociada a la resistencia y que la reversión a una mayor 
susceptibilidad se producirá cuando se reduzca la presión de selección (Roush, 
1989). Son más eficaces las rotaciones del insecticida en diferentes generaciones de 
insectos y para los productos basados en Bt este tipo de rotaciones sólo es posible
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para los que son preparados de la bacteria y no para las plantas transgénicas que 
expresan la misma ICP durante toda la temporada.
2. Mezclas: es otra estrategia posible tanto utilizando plantas transgénicas 
como productos convencionales. En general, las mezclas de toxinas son 
probablemente más eñcaces que la utilización de una única toxina, pero no son 
necesariamente mejor que las rotaciones (Roush, 1989).
La resistencia cruzada a diferentes toxinas de B. thuringiensis puede 
reducir la probabilidad de que las mezclas o las rotaciones sean realmente efectivas 
para retrasar la aparición de resistencia (McGaughey y Johnson, 1992).
3. Sinergismo: implica la utilización de un agente distinto del insecticida que 
junto con éste sea capaz de potenciar su toxicidad. En el caso de Bt se han utilizado 
inhibidores de proteasas con cuatro especies de lepidópteros y con L. decemlineata 
(Macintosh et al., 1990). En cambio, no se consiguió ningún tipo de sinergismo con 
inhibidores de proteasas y toxinas cuando se trataron cepas de P. xylostella 
(Tabashnik et al., 1992b).
4. Refugios: el desarrollo y mantenimiento de refugios que aseguren la 
supervivencia de los insectos susceptibles puede ser la mejor táctica para controlar 
la resistencia (Roush, 1989). En el caso de Bt, esta estrategia se puede llevar a cabo 
manteniendo ciertas zonas de los cultivos no tratadas, o en el caso de la utilización 
de plantas transgénicas, mediante mezclas de plantas que expresen las toxinas con 
otras que no. También se pueden conseguir refugios mediante la expresión de los 
genes de las ICPs, de forma específica de tejido o en el tiempo. Esta estrategia 
permite el mantenimiento de un mayor número de genotipos sensibles frente a los 
resistentes, produciendo en conjunto una mayor susceptibilidad de la población.
Como podemos ver, las posibles tácticas para el control de la resistencia 
incluyen múltiples opciones. Ninguna implica claras ventajas sobre las demás en el 
tratamiento de todas las plagas posibles o en todas las condiciones ambientales. 
Independientemente de la aproximación utilizada, el control de la resistencia a Bt 
es muy complejo y debe ser rigurosamente evaluado para poder aplicar este 
bioinsecticida de una forma racional y segura, que permita aprovechar al máximo 
su potencial.
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2.- OBJETIVOS
El principal objetivo que nos planteamos al iniciar este trabqjo fue realizar 
un estudio de los mecanismos bioquímicos implicados en la toxicidad de las 5- 
endotoxinas de Bacillus thuringiensis en algunos insectos plaga de plantas 
cultivadas y determinar, en los insectos que habían logrado desarrollar resistencia, 
si estos mecanismos estaban o no alterados.
Tanto la evolución de la investigación en este campo como nuestra 
accesibilidad a cepas resistentes de distintos insectos, obtenidas por otros 
laboratorios, han condicionado el desarrollo de este proyecto de tesis. Así, cada 
apartado se ha abordado en el insecto que, dentro de nuestras posibilidades, fue el 
más apropiado para estudio que queríamos realizar, y concretamente en el caso de 
insectos resistentes, con aquellas cepas a las que hemos tenido acceso gracias a la 
colaboración de otros laboratorios.
Teniendo en cuenta todo lo dicho, el proyecto que constituye esta tesis 
doctoral se ha estructurado alrededor de tres objetivos mucho más concretos:
1. Estudio del modo de acción de las 5-endotoxinas del grupo CrylII en 
Leptinotarsa decemlineata. Comparación con el modo de acción descrito 
para las ICPs del grupo Cryl.
2. Análisis de cepas resistentes a las 5-endotoxinas de B. thuringiensis:
• Estudio del mecanismo bioquímico implicado en la resistencia de una 
cepa de Heliothis virescens.
• Estudio del modo de herencia de la resistencia a CrylA(b) en úna 
población natural de Plutella xylostella.
3. Caracterización de las proteínas receptoras de las ICPs del grupo CryLA 
en un insecto modelo como Manduca sexta.
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3.1.- INTRODUCCIÓN
Leptinotarsa decemlineata (o el escarabajo de la patata) es una de las plagas 
de la patata más difíciles de controlar, ya que ha sido capaz de desarrollar 
resistencia a todos los insecticidas sintéticos existentes (Forgash, 1985). Por este 
motivo y en vista del negativo impacto ambiental provocado por el uso intensivo de 
ciertos pesticidas, han empezado a desarrollarse otras alternativas para el control 
de esta plaga y entre estas alternativas se encuentra Bacillus thuringiensis.
Hasta el momento, la mayoría de las 5-endotoxinas caracterizadas han 
mostrado actividad contra especies de lepidópteros y dípteros, y sólo se han aislado 
algunas cepas de B. thuringiensis tóxicas para coleópteros (Krieg et al., 1983; 
Herm stadt et al., 1986; Sick et al., 1990; Rupar et al., 1991; Lambert et al., 1992a; 
Lambert et al., 1992b; Donovan et al., 1992). Por este motivo, el modo de acción de 
las 5-endotoxinas específicas contra lepidópteros ha sido ampliamente estudiado, 
mientras que en el caso las ICPs activas contra coleópteros el modo de acción está 
aún por determinar.
Los estudios que se han realizado hasta el momento a este respecto han sido 
con la toxina CrylIIA, que es muy tóxica para L. decemlineata. Mediante 
inmunohistoquímica se ha podido demostrar unión específica de esta ICP a la 
región caudal del intestino de este insecto (Bravo et al., 1992a) y también unión de 
126I-CryIIIA a vesículas del borde estriado (Slaney et al., 1992). También para 
CrylIIC se han llevado a cabo estudios de toxicidad y se ha demostrado que el 
cristal que contiene la ICP no es tóxico para el insecto. La actividad insecticida 
contra el escarabajo se obtiene únicamente tras solubilización de la toxina “in 
vitro” y su activación, bien con contenido intestinal del insecto, bien con tripsina 
(Lambert et al., 1992b). Por lo tanto parece probable que CrylIIC sea insoluble en 
el intestino de L. decemlineata, y este hecho podría estar relacionado con el pH 
ácido que presenta el intestino de este insecto (Dow, 1984).
No se conocen más datos sobre el mecanismo de toxicidad de las 5- 
endotoxinas del grupo CrylII. En este apartado de nuestro trabajo, intentaremos 
aportar nueva información sobre el modo de acción de las ICPs CrylIIA, CrylIIB y 
CrylIIC en Leptinotarsa decemlineata.
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3.2.- MATERIAL Y MÉTODOS
3.2.1.- M aterial biológico utilizado:
Las larvas de Leptinotarsa decemlineata y los adultos se alimentaron con 
hojas de patata a 25±1 °C y con un fotoperiodo de luz:oscuridad de 16:8 h. Los 
intestinos utilizados en los ensayos fueron obtenidos por disección de larvas del 
último estado del desarrollo.
3.2.2.- Obtención de las ICPs de B. thuringiensis:
Las ICPs del tipo CrylII, preparadas y purificadas tal y como se describe en 
Lambert et al. (1992b) fueron proporcionadas por la empresa Plant Genetic 
Systems (Gante, Bélgica). CrylIIA y CrylIIC se utilizaron tripsinizadas, con un 
peso molecular para ellas de 60 y 72 kDa respectivamente. CrylIIB, en cambio, se 
utilizó completa, con un peso molecular de 70 kDa.
3.2.3.- Q uim otripsinización de CrylIIA, CrylIIB y CrylIIC:
CrylIIA, CrylIIB y CrylIIC fueron quimotripsinizadas según el 
procedimiento de Carroll et al. (1990). Las proteínas liofilizadas se solubilizaron en 
tampón Tris-HCl 200 mM, pH 8.0, NaBr 3.3 M y se incubaron durante 8 h con 
quimotripsina (2:1, p/p enzima:ICP) a 25°C. La digestión se detuvo añadiendo 
PMSF (fluoruro de fenil-metil-sulfonilo) 0.1 mM. La mezcla se dializó con tampón 
piperazina 20 mM pH 10.0 a 4 °C. Para la separación del fragmento resultante de 
la quimotripsinización se realizó cromatografía de intercambio amónico, con una 
columna tipo MonoQ HR 5/5 de Pharmacia. La columna se equlibró con tampón 
piperazina 20 mM pH 10.0. La elución de las proteínas se realizó con un gradiente 
lineal de NaCl de 0 a 0.6 M en tampón piperazina 20 mM pH 10.0 durante 40 min. 
Las fracciones se recogieron y se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE 
según Laemmli (1970). Las fracciones que contuvieron las proteínas 
quimotripsinizadas se mezclaron y se calculó su concentración por el método de 
Bradford (1976).
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3.2.4.- Mareaje con NaltsI de CryüIA-Quim otripsinizada, CrylIIB y CrylIIC:
El mareaje de CrylIIA-quimotripsinizada (CrylIIA-Q), CrylIIB y CrylIIC se 
realizó utilizando cloramina-T (Van Rie et al., 1989). A 20 jig de estas ICPs se 
añadieron secuencialmente lmCi de Na136I y 25 pg de cloramina-T en tampón PBS 
(Na2H P04 8mM, KH¡rP04 2mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). Después de 60 s se paró la 
reacción añadiendo 53 pg de metabisulñto de sodio en agua y Va del volumen total 
de Nal 1M.
Para eliminar el iodo libre, la mezcla ñnal se aplicó a una columna (17 x 1.7 
cm) de exclusión molecular BioGel P-30 (Bio-Rad). La elución de la ICP marcada se 
realizó con tampón PBS/0.1% BSA. La radiactividad de las fracciones eluídas se 
midió con un contador gamma (Compugamma 1282, LKB). Las fracciones 
radiactivas que eluían al principio y que supuestamente contenían la protema 
marcada se analizaban mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, 
y se detectaban exponiendo una vez seco el gel, una película de autorradigrafía 
Kodak X-Omat.
3.2.5.- Determ inación de la actividad específica lt8I-CryMA-Q:
La actividad especíñca de la proteína marcada se determinó mediante la 
técnica de ELISA (Voller et al., 1976). Para recubrir la placa de ensayo se utilizó un 
anticuerpo policlonal contra la ICP. Una vez unida ésta, se completó el “sandwich” 
con un anticuerpo monoclonal. La detección del complejo anticuerpo policlonal-ICP- 
anticuerpo monoclonal se realizó mediante la incubación con un anticuerpo 
secundario contra ratón acoplado a fosfatasa alcalina (Sigma). Como sustrato de la 
fosfatasa se utilizó p-nitrofenilfosfato (Sigma). El producto de la reacción 
enzimática se midió en un fotómetro Titertek Multiskan MCC a una longitud de 
onda de 405 nm.
La concentración de toxina marcada se determinó con una recta patrón 
obtenida con la misma proteína no marcada. La actividad especíñca obtenida para 
128I-CryIILA-Q fue de 528 Ci/mmol.
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3.2.6.- Preparación de BBMV:
Las BBMV se prepararon según el método de Wolfersberger et al. (1987). 
Las larvas se inmovilizaron manteniéndolas en hielo durante 10 min. El intestino 
se disecó, eliminándose su contenido y la membrana peritrófica. El epitelio así 
obtenido se lavó en tampón MET (Manitol 300mM, EGTA 5mM, Tris/HCl 17 mM, 
pH 7.5) y se congeló a -80°C hasta su uso.
Para la preparación de BBMV los intestinos se homogeneizaron en 9 
volúmenes de tampón MET y se añadió el mismo volumen de MgCl, 24mM. La 
mezcla se mantuvo en hielo durante 15 min y se centrifugó a 1.600g durante 15 
min a 4°C. El sobrenadante así obtenido se volvió a centrifugar a 20.000g durante 
30 min a 4°C. El precipitado se resuspendió en la mitad del volumen inicial de 
tampón MET y se volvió a repetir el tratamiento con MgCl2 y los pasos de 
centrifugación anteriormente descritos. El último precipitado que se obtuvo 
constituyó la preparación de vesículas, se resuspendió en MET:agua 1:1 y se 
repartió en alícuotas que se guardaron a -80 °C. La concentración de proteínas de 
las vesículas se determinó por el método de Bradford (1976).
3.2.7.- Ensayos de unión ICP-recepton
Las BBMV se descongelaron inmediatamente antes de ser utilizadas y se 
centrifugaron a 15.000 g durante 5 min a 4 °C para precipitar las proteínas. El 
tampón en el que estaban resuspendidas las vesículas se reemplazó por PBS/0.1% 
BSA.
Para los ensayos de unión receptor-ligando los componentes de la reacción se 
añadieron en el siguiente orden: tampón PBS/0.1% BSA, ICP no marcada, ia6I-ICP 
y proteínas de vesículas. El volumen ñnal en el ensayo fue de 100 pl y la incubación 
de los componentes se realizó a temperatura ambiente. Todas las muestras se 
incubaban por duplicado.
Las reacciones se pararon por filtración a través de filtros de fibra de vidrio 
Whatman GF/F, previamente incubados durante 1 hora en PBS/0.5% BSA. La 
filtración se realizó en una unidad múltiple de filtración de Millipore (1225 Unit) 
conectada a una bomba de vacío. Una vez en el filtro, la muestra se lavaba 
inmediatamente con 5 mi de PBS pH 7.4/0.1% de BSA frío. Los filtros, en los que
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quedaba retenida la toxina radiactiva unida a las vesículas, se transferían a 
microtubos de los que se contaba la radiactividad en un contador gamma 
(Compugamma 1282, LKB) durante 2 min.
Los resultados de la unión al ñltro se analizaron mediante el programa de 
ordenador LIGAND (Munson y Rodbard, 1980).
3.2.8.- Procesado proteolítico de CrylIIA:
La estabilidad de CrylIIA frente a la proteolisis con contenido intestinal de 
L. decemlineata se analizó mediante SDS-PAGE (Laemmli, 1970). El contenido 
intestinal de las larvas se obtuvo forzándolas a vomitar, presionándoles 
ligeramente la cabezas. El fluido digestivo obtenido se diluyó al 3% en tampón PBS 
PH 6.0 y se le añadieron 10 pg de CrylIIA solubilizada (3 mg/ml en NaHCO, 50 
mM, pH 9.5, ditiotreitol 5 mM). La proporción contenido intestinalrtoxina fue de 6:1 
(y/y). La incubación se realizó a temperatura ambiente y a los distintos intervalos 
de tiempo se recogían alícuotas. El procesado se paraba mediante la adición de 
tampón de muestra (Tris 100 mM pH 6.8, 4% SDS, DTT 200 mM, glicerol 20%, 
azul de bromofenol 0.01%) calentando a 95 °C durante 5 min. Las muestras se 
cargaban entonces en un gel de electroforesis en poliacrialamida con SDS (SDS- 
PAGE) del 10%, que se teñía posteriormente con Coomassie blue-R (Coomasie blue- 
R 0.1%, metanol 50%, ácido acético 10%) para visualizar las proteínas y se desteñía 
con 40% metanol, 10% de ácido acético. Se utilizaron como controles muestras que 
contenían únicamente CrylIIA o contenido intestinal.
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3.3.- RESULTADOS
3.3.1.- QUIMOTRIPSINIZACIÓN DE LAS ICPs DEL GRUPO CryDI:
El tratamiento con quimotripsina de CrylIIA, CrylIIB y CrylIIC se realizó 
tal y como se describe en Material y Métodos de este capítulo. Para la purificación 
de los fragmentos quimotripsinizados se utilizó cromatografía de intercambio 
aniónico. Los resultados de esta purificación para las tres proteínas se muestran en 
la figura 1.
En el caso de CrylIIA, el fragmento quimotripsinizado eluyó entre 28 y 34 
mi (Fig. 1A). Se comprobó la pureza de las fracciones correspondientes mediante 
electroforesis en poliacrilamida con SDS, se mezclaron y se concentraron. El 
fragmento obtenido de CrylIIA quimotripsinizada tenía un peso molecular de 48 
kDa, de acuerdo con lo descrito por Carroll (1989) (Fig. 2). Este fragmento se marcó 
con 125I y fue el que se utilizó en los experimentos de unión.
Con CrylIIB se realizó el mismo tratamiento y el fragmento 
quimotripsinizado eluyó entre 25 y 27 mi (Fig. IB). El peso molecular en este caso 
de la proteína obtenida fue de 58 kDa. Este fragmento de 58 kDa se intentó marcar 
con 125I, no obteniéndose un buen mareaje. Por lo tanto en los experimentos 
posteriores se utilizó CrylIIB no quimotripsinizada, que sí pudo marcarse 
radiactivamente.
CrylIIC se mostró resistente al tratamiento con quimotripsina, no 
obteniéndose ningún fragmento de peso molecular inferior a 70 kDa que es el peso
Figura 2.- Electroforesis SDS- 
PAGE del fragmento
quimotripsinizado de CrylIIA.
Carrera 1: Marcadores de peso 
molecular : 97, 66, 45, 31, 21 kDa. 
Carrera 2: CrylIIA. Carrera 3: 
fragmento quimotripsinizado de 
CrylIIA
molecular de la proteína entera (Fig. 1C).
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Figura 1.- Perfil cromatográfico de la elución tras la digestión con quimotripsina 
de las toxinas del grupo CrylII. (A) CrylIIA, (B) CrylIIB, (C), CrylIIC. Columna Mono 
Q HR 5/5 de Parmacia, equlibrada con tampón piperazina 20 mm pH 10.0. Elución con un 
gradiente lineal de 0 a 0.6 M de NaCl durante 40 min.
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3.3.2.- UNIÓN DE CrylIIA  CrylIIB  Y CrylIIC A BBMV DE 
decem linea ta :
Para caracterizar el sistema de receptores para las tres toxinas se realizaron 
experimentos de unión proteína-ligando. De este modo se obtuvieron los 
parámetros Kd o constante de disociación, que es una medida de la afinidad del 
receptor por el ligando, y Rt o concentración de sitios de unión.
Un paso previo al cálculo de estos dos parámetros es la determinación de las 
condiciones de ensayo receptor-ligando, es decir la obtención de las concentraciones 
óptimas de los dos componentes de la reacción: la ICP radiactiva (el ligando) y las 
proteínas de vesículas (el receptor). Estas concentraciones se determinaron 
mediante los experimentos que se describen a continuación.
1.- Determinación de la concentración de ICP radiactiva:
La concentración óptima de 126I-CryIIIA-Q, '“I-CrylIIB y ia6I-CryIIIC se 
determinó en los experimentos de desplazamiento (Fig.3).
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Figura 3.- Desplazamiento de las proteínas del grupo CylII en BBMV de L. 
decemlineata. (A) 12íI-CryIIIA-Q, (B) iaíI-CryIIIB, (C) 128I-CryIIIC
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La concentración de cada ICP se escogió dentro del tramo lineal y fue de
30.000 cpm para 126I-CryIIIA-Q, 25.000 cpm para 126I-CryIIIB y de 40.000 cpm para 
125I-CryIIIC.
2.- Determinación de la concentración óptima de proteínas de vesícula:
Esta concentración se determinó mediante los experimentos de saturación 
de vesículas.
- Saturación con 126I-CryIIIA-Q: el resultado se muestra en la figura 4. Se 
obtuvo un 12% de unión total máxima y un 7.6% de unión específica. Para los 
experimentos de competencia escogimos una concentración de proteínas de 
vesículas de 100 (ig/ml.
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Figura 4.- Saturación de vesículas con mI-CryIIIA-Q. ■ U n i ó n  t o t a l ,  □  U n i ó n  
i n e s p e c í f i c a .
- Saturación con I26I-CryIIIB: cuando se realizó un experimento de 
saturación de vesículas con 126I-CryIIIB en las condiciones de ensayo habituales, es 
decir en tampón PBS pH 7.4/0.1% BSA, no se obtuvo unión específica (Fig. 5A). Por 
este motivo se modificaron las condiciones de ensayo, disminuyendo el pH del 
tampón de incubación a 6.5 y 6.0. Esta disminución se realizó para aproximarnos 
más al pH fisiológico del intestino del insecto y comprobar si así se mejoraba la 
unión. A pH 6.0 aumentó tanto la unión total como la unión específica (Fig 5C) 
obteniéndose un porcentaje de unión específica máxima del 2.3%. Este valor en
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ningún caso fue suficiente como para poder realizar posteriormente experimentos 
de competencia.
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Figura 5.- Saturación de vesículas con mI-CryIIIB. (A) pH 7.4, (B) pH 6.5, (C) 
pH 6.0. ■ Unión total, □ Unión inespecífica.
- Saturación con 126I-CryIIIC: los resultados de los experimentos de 
saturación de vesículas con 128I-CryIIIC se muestran en la figura 6. Cuando el pH 
del tampón en el que se realizaba el ensayo era 7.4, la unión total y la unión 
inespecífica eran prácticamente indistinguibles. Al disminuir el pH a 6.5 y a 6.0 se 
producía una cierta unión específica. Esta unión, que en el mejor de los casos fue 
del 2.5%, no permitió la realización de experiencias de competencia homologa, al 
igual que en el caso de CrylIIB.
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Figura 6.- Saturación de vesículas con mI-CryIIIC. (A) pH 7.4, (B) pH 6.5, (C) 
pH 6.0. A Unión total, A Unión inespecífica.
3.3.3.- DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS K, Y R,:
Puesto que sólo habíamos conseguido una unión específica aceptable para 
CrylIIA-Q se procedió a la obtención de la constante de disociación y concentración 
de sitios de unión para esta ICP. Esto se realizó mediante experimentos de 
competencia homologa. En los ensayos de competencia, se mantiene constante la 
concentración de proteínas de vesículas y de ICP marcada y se van añadiendo 
cantidades crecientes de ICP no marcada, bien la misma y en este caso se habla de 
experimentos de competencia homologa, bien otra distinta con lo que se tra ta  de 
experimentos de competencia heteróloga.
Para los experimentos de competencia por lo tanto, se utilizaron 10 pg de 
proteínas de vesículas y 0.62 nM de 126I-CryIIIA-Q. La concentración de ICP fría 
osciló entre 0 y 409 nM.
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Los resultados de los experimentos de competencia con 128I-CryIIIA-Q se 
muestran en la figura 7. Se pudo observar que CrylIIA-Q no marcada desplazaba a 
la toxina marcada de sus sitios de unión. Se realizó también una competencia 
heteróloga con CrylIIC con la que no se obtuvo desplazamiento de la ICP marcada 
de sus sitios de unión.
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Figura 7.- Unión de mI-CryIIIA-Q a proteínas de vesículas de L. decemlineata en 
presencia de distintas concentraciones de toxina fría. O CrylIIA-Q, □ CrylIIC
Los resultados de la competencia homologa fueron analizados con el 
programa LIGAND (Munson y Rodbard, 1980). Este programa calcula la 
concentración de ligando unido como una función de la concentración total de 
ligando, dada una afinidad (Kd) y la concentración total de sitios de unión (Rt). El 
programa va ^justando las estimas iniciales de Kd, Rt y la unión no específica hasta 
que el modelo se aproxima a los puntos experimentales tanto como sea posible. 
Permite también estadísticamente distinguir si el modelo se ajusta más a un único 
sitio de unión o a dos sitios de diferente afinidad.
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Para CrylIIA-Q los datos obtenidos se aproximaron a un modelo de un único 
sitio de unión y los valores de Kd y R* obtenidos fueron los siguientes:
Kd=37.5 ± 8.6 nM
R=17 ± 4 pmoles /mg de proteínas
3.3.4.- PROCESADO PROTEOLÍTTCO DE CrylIlA EN EL INTESTINO DE L.
decem lineata .
Puesto que la unión específica de CrylIIA a las vesículas de membrana de 
Leptinotarsa decemlineata se produjo únicamente después de que la toxina fuera 
tratada con quimotripsina, nos propusimos estudiar si “in vivo” se producía 
también algún tipo de procesado proteolítico. Para ello, se incubó una cierta 
cantidad de CrylIIA con contenido intestinal del insecto y se analizó mediante 
SDS-PAGE el posible procesado de la proteína.
En la figura 8 se observa el resultado de uno de los experimentos que se 
realizaron. El tiempo requerido para completar el procesado de CrylIIA dependió 
de la concentración del extracto intestinal. En el experimento mostrado en la figura 
fue de 60 min (carrera 9). Inmediatamente después de mezclar la toxina con el 
contenido intestinal apareció una banda de 44 kDa (carrera 6). Esta banda no 
estaba presente en los controles correspondientes, bien cuando se omitía el 
contenido intestinal, bien cuando se omitía la toxina.
En el experimento que se muestra en la figura, a partir de 15 min de 
incubación se produce una disminución gradual de la banda de 44 kDa a la vez que 
se observa la acumulación de una proteína de 42 kDa (carreras 7 y 8). Las 
proteínas con un peso molecular de 60, 58 y 35 kDa ya estaban presentes en la 
disolución de CrylILA utilizada.
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Figura 8.- Digestión proteolítica de CrylIIA con contenido intestinal de larvas de 
Leptinotarsa decemlineata. Carreras 1 a 4: fluido intestinal al 3% en tampón PBS pH
6.0 incubado a temperatura ambiente durante 0, 15, 30 y 60 min. Carrera 5: marcadores de 
peso molecular (97, 66, 45, 31 y 21 kDa). Carreras 6 a 9: como las carreras 1 a 4 pero con 
10 de CrylIIA. La flecha indica la posición de la toxina, el asterisco indica la posición de 
las bandas de 44 y 42 kDa.
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3.4.- DISCUSIÓN
La unión a BBMV del intestino de L. decemlineata ha sido estudiada con las 
toxinas del grupo CrylII. Sólo hemos podido demostrar unión específica a las 
vesículas con CrylIIA-Q. Con las ICPs CrylIIB y CrylIIC no pudo obtenerse una 
unión distinguible de la unión inespecíñca.
Los experimentos de unión con CrylIIA-Q mostraron que para esta toxina 
existía una única población de sitios de unión que tenían una constante de 
disociación de 37.5 nM. Éste resultado contrasta con el encontrado por Slaney et al. 
(1992) que describe la unión de CrylIIA intacta a BBMV del escarabajo de la 
patata. Sin embargo, hay que resaltar que la constante de disociación para la 
unión de CrylIIA indicada por estos autores fue 410 nM, esto es, diez veces mayor 
que la que nosotros estimamos para CrylIIA-Q. Esta constante de disociación de 
CrylIIA intacta es la mayor descrita hasta el momento para todas las 
combinaciones ICP-insecto estudiadas y significa que la afinidad de CrylIIA es 
incluso menor que la descrita en Lepidópteros para los sitios de baja afinidad. Por 
ejemplo en Manduca sexta para la toxina CiylE se obtiene una de 215 ± 155 
nM y en Spodoptera littoralis con la misma toxina vale 352 ± 16 nM (Van Rie et 
al. 1990a).
Por otra parte se ha  sugerido que existe una correlación entre la toxicidad 
de una ICP y su unión a la membrana del intestino (Hoffman et al., 1988a y b, Van 
Rie et al., 1989 y 1990a). L. decemlineata es tan susceptible a CrylIIA como M. 
sexta o Heliothis virescens lo son a toxinas del grupo Cryl. De acuerdo con esta 
correlación no esperaríamos encontrar diferencias entre las constantes de afinidad 
de las toxinas por los receptores en estos insectos. Sin embargo, cuando se compara 
la afinidad de CrylIIA-Q con la de las toxinas del grupo Cryl, el valor de la 
constante de disociación de la primera es mayor. Por lo tanto la afinidad 
encontrada para CrylIA-Q no reflejaría por sí sola la toxicidad de la proteína.
No se ha podido demostrar unión específica de CrylIIB y CrylIIC. En 
ninguno de los dos casos se había utilizado la toxina procesada con quimotripsina, 
sino CrylIIB completa y CrylIIC activada mediante tripsinización, formas en las 
que en los dos casos se ha demostrado su toxicidad. Esta observación, junto con el 
hecho de que CrylIIA no quimotripsinizada tampoco se unió a la membrana, parece
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indicar la necesidad de un procesado de las toxinas adecuado que permita su 
posterior unión a la membrana del intestino del insecto.
Por lo tanto, nos propusimos estudiar si “in vivo” existía este mecanismo y si 
daba lugar a un fragmento de toxina identiñcable. Para ello realizamos los estudios 
de degradación de CrylIIA con contenido intestinal de L. decemlineata.
Ha sido propuesto por diferentes autores que CrylIIA no es activada 
proteolíticamente a una forma distinguible de menor peso molecular, cuando se 
tra ta  con distintas proteínas como papaína o tripsina o con el jugo intestinal de 
diferentes Coleópteros como Tenebrio molitor o Leptinotarsa decemlineata 
(Hermstadt et al. 1986, Slaney et al. 1992). Esta característica distinguiría a las 
proteínas de la clase CrylII de otras ICPs estudiadas, de las que se ha demostrado 
que se sintetizan en forma de protoxina y que son activadas en el intestino del 
insecto (Aronson et al., 1986). Sin embargo, Carroll et al (1989) demostró que la 
proteína CrylIIA, de 67 kDa, podía ser procesada por distintas proteasas (tripsina, 
quimotripsina, papaína y otras) o contenido intestinal de Tenebrio molitor o 
Phaedon cochleriae a polipéptidos de 55 o 49 kDa.
Al igual que Carroll et al. (1989) nosotros hemos observado que CrylIIA es 
procesada por la quimotripsina a un polipéptido de 49 kDa. Además, tras incubar 
la toxina con contenido intestinal de L. decemlineata, hemos demostrado la 
aparición de un polipéptido de 42 kDa que no está presente en los controles. Este 
fragmento procede probablemente del de 44 kDa que se produce nada más mezclar 
CrylIIA con el contenido intestinal del insecto.
Este resultado difiere del encontrado por Slaney et al. (1992) quien describió 
que el tratamiento de CrylIIA con contenido intestinal de L. decemlineata o de otro 
Coleóptero como Diabrotica undecimpunctata, no daba lugar a un fragmento visible 
sino que la proteína era totalmente hidrolizada. Esta diferencia puede ser debida a 
varias causas: el tampón en el que estos autores realizaron la digestión (ácido 2N- 
morfolin-etano-sulfónico) o la adición de NaOH 0.5 M para parar la proteolisis, 
podría haber alterado el comportamiento de los enzimas digestivos o la estabilidad 
de los productos proteolíticos. Además la relación contenido intestinalrtoxina que 
Slaney utilizó debe ser mayor que la utilizada por nosotros. En sus condiciones de 
ensayo, la toxina fue completamente digerida en 10 minutos, mientras que en las 
nuestras aún era visible tras una hora de incubación a temperatura ambiente.
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Se ha propuesto que el modo de acción de CrylIIA debía de ser diferente al 
hasta el momento descrito para otras toxinas (tipo Cryl) que afectan a 
Lepidópteros (Slaney et al., 1992). En este estudio sobre dos pasos del modo de 
acción de CrylIIA, activación y unión a la membrana, hemos demostrado que la 
proteína puede ser proteolíticamente activada en el intestino del insecto y también 
que CrylIIA-activada “in vi tro” por quimotripsina se une a la membrana con más 
añnidad que la proteína entera. Estos resultados nos sugerirían por tanto, que el 
modo de acción de esta ICP específica para Coleópteros es similar al de las ICPs 
específicas de Lepidópteros.
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4. ANÁLISIS DEL MECANISMO BIOQUÍMICO DE 
RESISTENCIA EN UNA CEPA DE Heliothis virescens 
SELECCIONADA EN EL LABORATORIO
CAPÍTULO 4
4.1.- INTRODUCCIÓN
La capacidad de los insectos para desarrollar resistencia frente a las ICPs de 
B. thuringiensis es un determinante esencial para el éxito de este bioinsecticida. 
Por lo tanto han de desarrollarse estrategias que puedan retrasar o disminuir la 
aparición de este fenómeno. Es pues crítico, el conocimiento del mecanismo 
implicado en la resistencia de los insectos plaga a las toxinas de B. thuringiensis.
La resistencia a los insecticidas puede deberse a diferentes procesos 
etológicos, fisiológicos o bioquímicos. Entre ellos se incluyen: modificaciones en el 
comportamiento, disminución en la ingestión del insecticida, excreción acelerada 
del mismo, detoxificación, poca sensibilidad de la molécula diana, etc.
En el caso de B. thuringiensis se ha descrito una correlación entre toxicidad 
y unión a la membrana para diferentes combinaciones ICP-insecto. Se puede 
hipotetizar por lo tanto, que uno de los mecanismos de resistencia frente a este 
bioinsecticida puede deberse a una alteración en la unión de la toxina a la 
membrana del intestino del insecto. Este mecanismo de resistencia ha sido 
demostrado en dos especies distintas, Plodia interpuctella y Plutella xylostella (Van 
Rie et al., 1990b, Ferré et al., 1991) y podría tratarse de un mecanismo general de 
adaptación a B. thuringiensis.
En nuestro trabajo, hemos estudiado el mecanismo de resistencia a distintas 
ICPs de B. thuringiensis de una población de Heliothis virescens obtenida mediante 
selección artificial en el laboratorio y que presentaba menor susceptibilidad frente 
a las toxinas CrylA(b), CrylA(c) y CrylIA.
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4.2.- MATERIAL Y MÉTODOS
4.2.1.- Material biológico utilizado:
Las cepa CP73S de Heliothis virescens resistente a las proteínas cristalinas 
de Bacillus thuringiensis CryIA(b), CiyIA(c) y CrylIA, así como la cepa que se 
utilizó como control en este estudio (CPN), fueron proporcionadas por el Dr. Fred 
Gould, del Departamento de Entomología de la Universidad de Carolina del Norte 
(Raleig, EE.UU.). El proceso de selección seguido para la obtención de la cepa 
resistente se describe en el trabqjo Gould et al. (1992).
Las cepas CP73, y CPN fueron iniciadas a partir de una muestra de una 
población natural recogida en Julio de 1988. Después de 4 generaciones que 
permitieron la aclimatación de los insectos a las condiciones de laboratorio, se inició 
el experimento de selección con la proteína CrylA(c), obtenida de la cepa de B. 
thuringiensis HD-73. La concentración de CryIA(c) durante el proceso de selección 
se qjustó a 0.15 pg/ml de dieta. El porcentaje de supervivientes se obtenía después 
de 5.4 días de exposición a la toxina y entonces las larvas se transferían a una 
dieta normal para permitirles completar su desarrollo.
El grado de resistencia a CryIA(c) se determinó por primera vez después de 
cuatro generaciones de selección. Los bioensayos con otras toxinas como CrylA(b) y 
CrylIA se realizaron entre las generaciones 13 y 15. Después de 17 generaciones de 
selección, la cepa CP73, presentó un grado de resistencia a CiyIA(c) 50 veces 
superior al de la cepa control. Para las ICPs CryIA(b) y CiylIA este grado de 
resistencia fue de 13 y 53 veces respectivamente. Fué en la generación número 18 
cuando las cepas llegaron a nuestro laboratorio.
4.2.2.- Obtención de las ICPs de B. thuringiensis:
Las proteínas insecticidas de B. thuringiensis CryLA(b) y CryIA(c) 
purificadas y activadas según se describe en Hófte et al. (1986) fueron 
proporcionadas por la empresa belga Plant Genetic Systems (Gante).
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4.2.3.- Mareaje con NamI de CrylA(c) y  CryIA(b):
El mareaje de CryIA(c) se realizó utilizando IodoGen (Van Rie et ál., 1989). 
El IodoGen (l,3,4,6-tetracloro-3a,6a-difenilglicorulilo) se disolvió en cloroformo a 
una concentración de 0.1 mg/ml. Una alícuota de 100 pl de esta solución se pasó a 
un tubo de cristal, evaporándose el cloroformo con nitrógeno. Este tubo revestido 
con IodoGen se lavó con tampón Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8.65. Para la 
reacción de mareaje se añadieron 25 pg de CryIA(c) en el mismo tampón y 1 mCi de 
Na128I (10 |il). Esta mezcla se incubó a T ambiente durante 10 min. La reacción de 
yodación se paró añadiendo Nal 1 M (1/4 del volumen total).
La pro teína CryIA(b) se marcó mediante utilizando cloramina-T (Van Rie et 
al., 1989). Esta ICP (20 pg) se incubó con lmCi de Na125! y con cloramina-T (25 pg) 
en tampón PBS (Na3H P04 8mM, KH^C^ 2mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). 
Transcurridos 60 s se paró la reacción añadiendo 53 pg de metabisulñto de sodio en 
agua y Vi del volumen total de Nal 1M.
En los dos métodos descritos, para eliminar el iodo libre, la mezcla final se 
aplicó a una columna de exclusión molecular BioGel P-30 (Bio-Rad) tal y como se 
describe en el apartado 3.2.4 de este trabajo.
4.2.4.- Determinación de la actividad específica de las ICPs radiactivas:
La actividad específica de las proteínas marcadas se determinó mediante la 
técnica de ELISA (Voller et a l, 1976). El anticuerpo primario contra las dos toxinas 
fue un anticuerpo policlonal y el secundario monoclonal. La actividad específica fue 
de 23.76 Ci/mmol para CryLA(b) y de 27.72 Ci/mmol para CryIA(c).
4.2.5.- Obtención del tejido intestinal y preparación de BBMV:
Las larvas de las dos cepas de Heliothis virescens que se utilizaron para la 
preparación de BBMV, fueron del cuarto estado. Las BBMV se prepararon según el 
método de Wolfersberger et al. (1987).
4.2.6.- Ensayos de unión ICP-recepton
Los ensayos para determinar la concentración óptima de vesículas y de 
toxina marcada, cinética de asociación y competencia homologa entre BBMV de las
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dos cepas de Heliothis virescens y las ICPs CryIA(b) y CryIA(c) se realizaron según 
el procedimiento que se describe en este trabajo en el apartado 3.2.7. del capítulo 3
4.2.7.- Intoxicación de larvas de H. virescens:
Larvas de cuarto estado de las cepas CPN y CP73, de Heliothis virescens 
fueron intoxicadas con dos dosis diferentes de CryIA(c). Las dosis escogidas fueron 
200 ng/cm2 y 2000 ng/cm2, que representan aproximadamente el doble y veinte 
veces la LCM de la cepa control con esta toxina. Se dosificaron 50 pl de las 
concentraciones correspondientes de CryIA(c) en tampón PBS/0.1% BSA sobre la 
dieta artificial con la que se alimentaba a las larvas y se dejaron secar. Las larvas 
fueron alimentadas con la dieta que contenía la toxina durante tres tiempos 
distintos: 20, 40 y 60 min. Tras estos periodos de intoxicación se procedió a la 
disección del intestino de las larvas y a su inclusión en medio fiador. También se 
realizaron controles alimentando a larvas de las dos cepas únicamente con 
PBS/0.1% BSA.
4.2.8.- Preparación del tejido y obtención de secciones:
La fijación del tejido y la preparación de secciones para microscopía óptica se 
realizó según el método de Bravo et al. (1992a y 1992b). El intestino de larvas de 
cuarto estado de las dos cepas se disecó a 4 °C y se fijó en el sublimado de Bouin 
Holland (acetato de cobre 2.5%, ácido pícrico 4%, formaldehido 10% y cloruro de 
mercurio saturado 10%). Después de 30 min de incubación en esta solución, el 
tejido se transfirió a fijador nuevo durante 24 h y después se lavó con agua durante 
12 h. El tejido intestinal se deshidrató en etanol 70% durante 1 h, etanol 96% 2h, 
dos veces en etanol 100% 2h y se incluyó lh  en xileno:etanol 100% 50:50 (v/v), lh  
en xileno y finalmente a 56 °C 12 h en xileno:paraplast 50:50 (v/v) y 48 horas en 
paraplast 100%. Los bloques de paraplast con el tejido incluido se formaron por 
enfriamiento rápido a 4 °C.
Para la obtención de secciones transversales de 5 pin se utilizó un 
microtomo Microm HM-330. Los cortes seriados de par afina se extendieron sobre 
portaobjetos recubiertos de una solución de poli-L-lisina (1 mg/ml).
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4.2.9.- Detección in vitro  de CrylA(c) sobre secciones de tejido intestinal:
La detección in vitro de la unión de CryIA(c) a secciones se realizó con 
intestinos de larvas no intoxicadas y de larvas intoxicadas durante 60 min con 200 
ng/cm2 de CryIA(c). Tras el desparafinado e hidratación del tejido, dos veces 3 min 
con xileno 100%, tres veces 3 min con etanol 100% y una vez 1 min con agua 
destilada, las secciones se sumergieron dos veces durante 2 min en lugol (0.5% I2 y 
1% KI en agua destilada) para eliminar el HgCla y a continuación 2 min en 
tiosulfato sódico al 5%. Las secciones se lavaron en agua destilada y se equilibraron 
durante 5 min en tampón TST (Tris-HCl 10 mM, NaCl 1Ó0 mM, timerosal 1 mM, 
pH 7.6, TritonX-100 0.1%).
Para la detección de la proteína unida se utilizó un anticuerpo policlonal 
contra ésta (1 pg/ml en TST), con el que se incubaron las secciones durante 12 h, y 
un anticuerpo secundario contra conejo, acoplado a peroxidasa. El exceso de 
anticuerpo entre cada paso de incubación se eliminó con un lavado con TST. La 
reacción de color se desarrolló en tampón Tris 50 mM, pH 7.6, 3,3’- 
diaminobenzidina 0.01%, HjOj 0.0035%. Finalmente, las preparaciones se 
deshidrataron con etanol 100% 15 s, dos veces 3 min con etanol 100%, dos veces 3 
min con xileno 100% y se montaron para su observación con Entellan (Merck).
4.2.10.- Tinción de azocarmina de Heidenhains:
Las secciones de tejido intestinal se desparafinaron e hidrataron tal y como 
se describe en el apartado anterior. La tinción del tejido con el método de 
azocarmina de Heidenhains se realizó según se describe en Bravo et al. (1992b).
Las preparaciones se incubaron en una solución de azocarmina G (0.1% en 
ácido acético 1.5%), durante 60 min a 58 °C y a continuación 10 min a 20 °C. Tras 
un lavado de 1 min con agua destilada, las preparaciones se trasvasaron a una 
solución de anilina 1% en etanol 70% durante 1 min. Tras 1 min de incubación en 
etanol ácido (1% de ácido acético en etanol 70%) y 1 min en agua, el tejido se incubó 
sucesivamente 1 h en ácido fosfotúngstico 5%, 1 min en agua, y 1 h en la solución 
de Heidenhains (azul de anilina 0.5%, naranja G 2%, ácido acético 8%, diluida 1:3 
v/v con agua destilada). Las preparaciones se deshidrataron y se montaron con 
Entellan (Merck).
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4.3.- RESULTADOS
4.3.1.- DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES DE ENSAYO PARA LOS 
EXPERIMENTOS DE UNIÓN ICP-RECEPTOR.
1.- Determinación del tiempo de incubación:
Las condiciones de ensayo para los experimentos de unión se determinaron 
con la cepa CPN. Como se observa en la figura 1, fue necesario un tiempo de 
incubación mínimo de 90 min para alcanzar el equilibrio entre la concentración de 
proteínas de las BBMV y la ICP marcada, tanto en el caso de CryIA(c) (Fig. 1A) 
como en el de CryIA(b) (Fig. IB).
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Figura 1.- Cinética de asociación de CrylA(c) y CryIA(b) a proteínas de vesículas 
de la cepa CPN de Heliothis virescens. (A) CrylA(c), (B) CrylA(b).
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2.- Determinación de la concentración óptima de 126I-ICP:
La concentración óptima de ICP radiactiva para los ensayos de equilibrio 
ICP-receptor se determinó en un experimento de desplazamiento. En este tipo de 
ensayo se mantuvo fija la cantidad de proteínas de BBMV y se varió la cantidad 
total de radiactividad añadida. Se determinó la unión a las vesículas y se eligió la 
cantidad de radiactividad a utilizar en los posteriores experimentos dentro del 
rango lineal de unión. Los resultados de los correspondientes experimentos de
126 125
desplazamiento con las ICPs I-CryIA(b) y I-CryIA(c), con vesículas de la cepa 
CPN, se muestran respectivamente en las figuras 2A y 2B. Para CryIA(b) se eligió 
una cantidad de radiactividad total en el ensayo de 3.000 cpm y en el caso de 
CryIA(c) esta cantidad fue de 4.000 cpm.
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Figura 2.- Determinación de la concentración óptima de ICP radiactiva a 
utilizar en los ensayos de unión ICP-receptor. (A) CrylA(b), (B) CryIA(c).
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3.- Determinación de la concentración óptima de proteínas de vesículas:
Las curvas representadas en la figura 3 se obtuvieron tras incubar 
concentraciones crecientes de proteínas de BBMV de las dos cepas (Fig. 3A y 3C 
cepa CPN, Fig. 3B y 3D CP73), con la cantidad correspondiente de ICP radiactiva 
determinada en los experimentos de desplazamiento. La concentración óptima de 
proteínas se eligió dentro del rango lineal. Cuando se utilizó ia6I-CryIA(c) la 
cantidad escogida fue de 100 pg/ml. En el caso de CryIA(b) fue de 80 pg/ml.
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Figura 3.- Determinación de la cantidad óptima de proteínas de vesículas para 
los ensayos ICP-receptor. (A )  C e p a  C P N - C r y l A ( b ) ,  ( B )  C e p a  C P 7 3 - C r y I A ( b ) ,  ( C )  C e p a  
C P N - C r y l A ( c ) ,  (D) C e p a  C P 7 3 - C r y I A ( c ) .
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4.3.2.- DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE UNIÓN: 
CONSTANTE DE DISOCIACIÓN (K„) Y CONCENTRACIÓN DE 
RECEPTORES (R,).
Con objeto de determinar si existían diferencias entre las propiedades de 
unión de las dos cepas (la control CPN y la resistente CP73), se obtuvieron las 
constantes de disociación de CryIA(c) y CryIA(b) de los receptores de membrana así 
como la concentración de éstos en el intestino. Para ello se realizaron experimentos 
de competencia homologa con ambas ICPs. Los resultados de dichos experimentos 
se muestran en la figura 4.
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Figura 4.- (A) Unión de mI-CryIA(b) a proteínas de vesículas en presencia de 
distintas concentraciones de CryIA(b) fría. (B) Unión de luI-CryIA(c) a proteínas 
de vesículas en presencia de distintas concentraciones d e  CrylA(c) fría. C e p a  
C P N ,  C e p a  C P 7 3 .  S e  r e p r e s e n t a  u n a  d e  l a s  t r e s  r e p e t i c i o n e s  r e a l i z a d a s  p a r a  c a d a  I C P  c o n  
c a d a  c e p a .
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La representación de Scatchard de los datos obtenidos en uno de los 
experimentos de competencia homologa se muestra en la figura 5.
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Figura 5.- Representación de Scatchard de los datos experimentales obtenidos 
en una de las repeticiones de los experimentos de competencia homóloga. (A )  y
( C )  c e p a  C P 7 3 ,  ( B )  y  ( D )  c e p a  C P N .
Los datos de unión de todos los experimentos fueron analizados con el 
programa de ordenador LIGAND, el cual calcula la concentración de ICP unida en 
función de la concentración total de ésta, tanto marcada como no marcada. 
Mediante un proceso iterativo, el programa ajusta los valores iniciales estimados 
de K¿, y de la unión inespecífica hasta que la curva teórica se aproxima a la
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curva experimental lo máximo posible. Los valores de y calculados por este 
procedimiento para cada ICP en cada una de las dos cepas se presentan en la Tabla 
I.
TABLA I. Concentración de sitios de unión (Rt) y constante aparente de 
disociación (Kd) de CryIA(b) y CrylA(c) incubadas con vesículas de membrana
de Heliothis virescens.
ICP Cepa (nM) (pmol/mg) *V^d
CryIA(c) CPN 095±015 3.40±0.24 3 57
CP73 0.76±0.17 2.90±0.40 3.80
CryIA(b) CPN 2.60±1.20 3.30±1.80 1.27
CP73 1.10±0.40 1.00±0.20 0.91
Los valores de Kd y Rt (media±SE) fueron calculados a partir de los experimentos de 
competencia homóloga
Se aplicó un test de la t  de Student y no se obtuvieron diferencias 
significativas (a: 0.05) entre las dos cepas en los dos parámetros estudiados, K¿ y 
R^, con ninguna de las dos ICPs. El valor del cociente R^/K^, que estima la afinidad 
global de los receptores por CryIA(c) y CryIA(b), también fue muy similar para las 
dos cepas.
4.3.3.- ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO EN LAS CEPAS CPN V CP73:
Para determinar la causa de la resistencia de la cepa CP73 frente a la 
control, analizamos la respuesta de ambas cepas durante los procesos posteriores a 
la ingestión de la ICP por parte de los insectos. Si estas diferencias existían, podían 
verse reflejadas en el efecto histopatológico que producen las ICPs sobre el 
intestino de los insectos. Así pues se realizó un estudio histológico e 
inmunohis toqui mico de insectos de las dos cepas a los que se intoxicó con CryIA(c), 
estudio del que a continuación se presentan los resultados.
Las secciones del tejido de la región intestinal de larvas control no 
intoxicadas mostraron el típico tejido epitelial cilindrico o columnar, con una 
monocapa de células con el borde en cepillo a lo largo del margen apical (Fig. 6A y 
6B).
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Figura 6.- Tinción citoquímica de secciones de tejido intestinal de larvas de la 
cepa CPN de H e l i o t h i s  v i r e s c e n s  intoxicadas con CrylA(c) (200 ng/cm2). (A )  l a r v a s  
n o  i n t o x i c a d a s  2 0 0 x ,  ( B ) l a r v a s  n o  i n t o x i c a d a s  4 0 0 x ,  (C )  l a r v a s  i n t o x i c a d a s  d u r a n t e  2 0  m i n  
2 0 0 x ,  ( D )  4 0 0 x ,  ( E )  l a r v a s  i n t o x i c a d a s  d u r a n t e  4 0  m i n ,  (F) l a r v a s  i n t o x i c a d a s  d u r a n t e  6 0  
m i n .  MB: m e m b r a n a  b a s a l ,  L: l u m e n ,  MV: m i c r o v i l l i .
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Los cambios histopatológicos inducidos por CryIA(c), en larvas de la cepa 
control CPN tratadas con la dosis más bqja (200 ng/cm2), se observaron 
principalmente en las células columnares. Veinte minutos después de la 
intoxicación con la ICP sólo se observó un ligero cambio en el epitelio (Fig. 6C y 
6D), en el que algunas células comenzaron a hincharse. Tras 40 min de 
tratamiento, estaban ya afectadas más células, mostrando una pronunciada 
hipertrofia y algunas vacuolas en su citoplasma (Fig. 6E). Cuando la intoxicación 
se prolongó durante 60 min, se encontró un número elevado de células del epitelio 
con hipertrofia, el microvilli estaba fragmentado y numerosas células lisadas en el 
lumen del intestino (Fig. 6F).
A los 20 min de la administración de CryIA(c), ésta se detectó 
específicamente en el borde en cepillo de las células y en la membrana peritrófica 
del intestino (Fig. 7A). Después de 60 min, cuando muchas células ya habían 
sufrido el proceso de lisis, sólo se encontraba CryIA(c) en el microvilli que 
permanecía intacto y en la membrana peritrófica (Fig. 7B ), no observándose en 
ningún caso su intemalización en el citoplasma.
Cuando los insectos fueron intoxicados con las dosis de 2000 ng/cm2, se 
observaron en el intestino los mismos cambios histopatológicos. Sin embargo los 
efectos fueron más drásticos incluso para el tiempo de exposición de 20 min (Fig. 8).
El mismo estudio se llevó a cabo con insectos de la cepa resistente y 
esencialmente se encontraron los mismos resultados (Fig. 9). Las variaciones intra 
e interindividuos fueron más apreciables que la variación entre las cepas.
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Figura 7.- Inmunodetección de CrylA(c) en el epitelio intestinal de larvas de 
H e l i o t h i s  v i r e s c e n s  intoxicadas. (A) i n t o x i c a c i ó n  d u r a n t e  2 0  m i n ,  (B) i n t o x i c a c i ó n  
d u r a n t e  6 0  m i n .  M B :  m e m b r a n a  b a s a l ,  L :  l u m e n ,  M V :  m i c r o v i l l i .
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Figura 8.- Tinción citoquímica de secciones de tejido intestinal de larvas de la 
cepa CPN de Heliothis virescens intoxicadas con CrylA(c) (2000 ng/cm2). (A )  l a r v a s  
i n t o x i c a d a s  d u r a n t e  2 0  m i n ,  ( B )  l a r v a s  i n t o x i c a d a s  d u r a n t e  6 0  m i n .  MB: m e m b r a n a  b a s a l ,  
L :  l u m e n ,  M V :  m i c r o v i l l i .
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Figura 9.- Tinción citoquímica de secciones de tejido intestinal de larvas de la 
cepa CP73 de Heliothis virescens intoxicadas con CrylA(c). (A) Dosis 200 ng/cm2, 20 
min de intoxicación, (B) 40 min de intoxicación, (C) 60 min de intoxicación, (D) Dosis 2000 
ng/cm2, 60 min de intoxicación. MB: membrana basal, L: lumen, MV: microvilli.
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41.4.- DISCUSIÓN
Nuestro objetivo ha sido investigar el mecanismo bioquímico de resistencia a 
Biacillus thuringiensis en una población de Heliothis virescens resistente, obtenida 
imediante selección con CryIA(c) en el laboratorio y que presentaba menor 
siusceptibilidad a las toxinas CryIA(b), CryIA(c) y CrylIA.
En la mayoría de los casos, un paso determinante en la especificidad de las 
dliferentes ICPs de B. thuringiensis respecto de los insectos para los que son tóxicas 
ess la existencia de receptores específicos en el intestino de los mismos. Con 
amterioridad ha sido descrita, en distintas especies de insectos, resistencia a B. 
tíhuringiensis debida a modificaciones de los receptores de membrana. Por ejemplo, 
Isa resistencia de una cepa de Plodia interpunctella seleccionada con el insecticida 
Dipel en el laboratorio, es debida a una alteración del receptor de membrana para 
ha toxina CryLAXb), concretamente a  una disminución de la afinidad del receptor 
px>r la proteína (Van Rie et aL, 1990b). Del mismo modo, en una población natural 
dle Plutella xylostella resistente a CryIA(b), la resistencia es debida a la pérdida de 
ha capacidad de unir CryIA(b) (Ferré et al.t 1991). Por lo tanto nuestro estudio del 
mecanismo de resistencia a CryIA(c) y CryIA(b) en Heliothis virescens se ha 
ejnfocado también al estudio de los receptores para estas toxinas, comparando las 
características de unión de las dos poblaciones.
Así, se realizaron ensayos de unión pro teína-ligando marcando 
radiactivamente la toxina y de estos ensayos se calcularon los parámetros que 
caracterizaban a cada una de las poblaciones: constante de disociación y 
concentración de sitios de unión. Estos parámetros no resultaron ser 
siignificativamente diferentes entre las dos poblaciones. Tampoco los valores del 
cociente R/Kd, que estima la unión total a las vesículas. Las diferencias que 
pudieron apreciarse fueron compensatorias, cuando disminuyó la afinidad, 
ammentó la concentración de sitios de unión. Este resultado coincide parcialmente 
con el obtenido por Macintosh et al. (1991) para una cepa también de Heliothis 
vdrescens resistente a CryIA(b), CryIA(c) y Dipel. En ese estudio, también 
encontraron variaciones en los valores de Kd y Rt que se compensaban. Sin 
embargo los experimentos de competencia mostraron algunas diferencias. Aunque 
en  los insectos susceptibles CryIA(b) y CrylA(c) competían totalmente por los
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imismos sitios de unión, en la cepa resistente CryIA(b) no desplazaba 
completamente a CrylA(c). Estos datos sugirieron que en los insectos resistentes la 
especificidad del receptor había sido modificada diferencialmente para las dos 
tcoxinas.
Sin embargo, nuestros resultados indicaron que la resistencia en nuestra 
Fpoblación de H. virescens no era debida a cambios en las características de unión a 
lia membrana. Esta observación fue congruente con la existencia de una fuerte 
rresistencia cruzada para la toxina CrylIA, toxina para la que se ha descrito que no 
imuestra unión saturable a la membrana del intestino de Heliothis (English et al., 
11994). Esta resistencia no se esperaría si fuera debida únicamente a modificaciones 
em los sitios de unión.
Dado que el modo de acción de B. thuringiensis es complejo, la adaptación a 
lias toxinas de esta bacteria puede producirse por diferentes alteraciones 
fnsiológicas, bioquímicas o de conducta. El estudio mediante experimentos de unión 
sol que hasta el momento hemos hecho referencia, se centró únicamente en el paso 
dle unión al receptor dentro del mecanismo global de acción de las toxinas de B. 
tíhuringiensis. Aunque este paso es sin duda crítico, los procesos que pueden ocurrir 
ttanto antes como después de la unión son también importantes. Así, sucesos “post- 
boinding” tales como la integración de las ICPs en la membrana y la formación de 
pporos en ella, podrían estar alterados en los insectos resistentes. Pasos del modo de 
aacción previos a la unión al receptor como la solubilización de la protoxina en el 
iintestino o el procesado de ésta a toxina pueden ser decisivos en el desarrollo de 
resistencia. Además, la recuperación de dosis subletales de B. thuringiensis es 
csomún entre ciertos insectos y también podría estar sujeta a variación genética.
Se ha descrito un caso de resistencia a B. thuringiensis mediado por 
¡proteasas, en una cepa de Plodia interpunctella resistente a B. thuringiensis subsp. 
emtomocidus (Oppert et al., 1994). Según el mecanismo propuesto por estos autores, 
esl procesado de la protoxina de CryIA(b) por proteasas del intestino de la cepa 
iresistente fue más lento que por las proteasas de una cepa susceptible. Este 
¡procesado más lento o incompleto tiene el potencial de reducir la toxicidad para el 
iinsecto y puede permitir la adaptación al insecticida.
Una manera de delimitar cual de todos los procesos indicados anteriormente 
¡podría estar implicado en la resistencia encontrada a CrylA(c) fue el estudio que se
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realizó de la patología de la toxina sobre el intestino de insectos tanto de la 
población control como de la resistente. Así, se intoxicaron larvas con diferentes 
dosis de CryIA(c) y se analizaron los efectos histológicos que sobre el intestino de 
los insectos producía la intoxicación. Si existiera alguna diferencia entre las cepas 
tanto en los pasos del mecanismo de acción anteriores a la unión de la toxina a sus 
receptores como en los sucesos que se producen tras esa unión, estas diferencias 
podrían verse reflejadas en un diferente grado de daño de las membranas y células 
del epitelio intestinal entre las dos poblaciones.
De los resultados del estudio histológico que realizamos no pudimos concluir 
la  existencia de alguna diferencia en el deterioro del intestino entre insectos 
sensibles y resistentes a CrylA(c). Esta observación indicaría que una vez 
producida la unión al receptor, las dos poblaciones son igualmente susceptibles a 
los mecanismos de formación de poros en la membrana y a los procesos de lisis 
celular. Del mismo modo tampoco debe existir diferencia en los pasos del 
mecanismo de acción anteriores a la unión al receptor, puesto que en las dos cepas 
se produce la unión in vivo. Sin embargo en este punto cabe recordar que la 
intoxicación de las larvas se realizó con CryIA(c) en forma de toxina, no de 
protoxina. Por lo tanto los pasos de solubilización y proteolisis de la protoxina por 
el intestino de los insectos susceptibles y resistentes han quedado fuera de este 
estudio. Si se produjera alguna alteración en estos mecanismos, podría explicarse 
la resistencia observada para CryIA(c). También podrían estar implicados 
fenómenos de degradación de la toxina en el intestino de los insectos. Por ejemplo, 
si esta degradación se produjese más rápidamente en la cepa resistente, se 
limitaría la persistencia de la toxina en el intestino del insecto y con ello su acción.
Dada la similitud estructural y de toxicidad entre CryIA(c) y CryIA(b) el 
mecanismo de resistencia para esta última probablemente sea el mismo que el de 
CrylA(c). Sin embargo, no se conoce demasiado sobre el modo de acción de las 
toxinas del grupo Cryll y por lo tanto es difícil aventurar si el mecanismo de 
resistencia para CrylIA sería el mismo que para las ICPs tipo Cryl. Pero puesto 
que se observa resistencia cruzada a las tres toxinas cuando la selección se ha 
hecho únicamente con una de ellas, la resistencia cruzada debe producirse en algún 
paso que compartan los dos tipos de toxina en su modo de acción. Parece claro que 
uno de estos pasos compartidos es la activación por proteasas en el intestino del
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insecto. La activación de CrylIA se produce con la eliminación de 145 aminoácidos 
de su extremo N-terminal (Adang, 1991), mientras que para CryIA(c) la activación 
supone la pérdida de un fragmento de aproximadamente 70 kDa (Hófte y 
Whitheley, 1989). Tal vez la alteración de estos procesos de activación sea lo que 
esté produciendo la resistencia a 5-endotoxinas tan diferentes.
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5. ESTUDIO DEL MODO DE HERENCIA DE LA 
RESISTENCIA A CryIA(b) EN UNA POBLACIÓN NATURAL 
DE Plutella xylostella.
CAPÍTULO 5
5.1.- INTRODUCCION
La resistencia de las plagas a los insecticidas constituye un grave problema 
en la agricultura, sobre todo en los países en vías de desarrollo. Desde 1990, se han 
descrito más de 440 especies de insectos y ácaros que son resistentes al menos a un 
tipo de plaguicida (Tabashnik y Roush, 1990). Los insecticidas biológicos tipo 
Bacillus thuringiensis no están exentos de este problema. La resistencia en el 
campo a B. thuringiensis, aunque reirá, se ha desarrollado en áreas donde este 
bioinsecticida ha sido exhaustivamente utilizado y fundamentalmente en la especie 
Plutella xylostella (Lepidoptera) (Stone et al., 1991). Se han descrito poblaciones de 
esta especie resistentes a las toxinas de B. thuringiensis en Hawaii, Filipinas, 
Estados Unidos, Malasia, Japón y Tailandia (Tabashnik, 1994).
El conocimiento de las bases genéticas de la resistencia a B. thuringiensis es 
muy útil para el diseño de estrategias que retrasen el desarrollo de la misma en los 
insectos plaga. Sin embargo, hay muy pocos estudios sobre la herencia de la 
resistencia a este bioinsecticida, con lo que la información disponible es muy 
escasa. Además muchos de los estudios se han realizado con especies que han 
desarrollado resistencia en el laboratorio, mediante selección artificial y por lo 
tanto los resultados pueden diferir bastante de lo encontrado para especies que 
hayan desarrollado resistencia en el campo.
En el trabajo que se presenta a continuación, se llevó a cabo un estudio de 
las bases genéticas de la resistencia a CrylA(b) en una muestra de una población 
natural de Plutella xylostella, que nunca estuvo sometida a selección en el 
laboratorio. El trabajo se realizó en colaboración con el Dr. Francisco Silva y el Dr. 
Baltasar Escriche en el Departamento de Genética de la Universitat de Valencia.
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5.2.- MATERIAL Y METODOS
5.2.1.-Colonias de P lu tella  xylostella:
La población de P. xylostella resistente (R) fue iniciada en el laboratorio a 
partir de pupas recogidas en Filipinas. En ese momento (Enero-Julio de 1990), el 
nivel de resistencia a CryIA(b) representaba una diferencia de 200 veces la 
concentración letal 50 (LC60) respecto de una colonia control de laboratorio (S). Los 
experimentos realizados por Ferré et al. (1991) demostraron que la población 
resistente no era capaz de unir la protema CryIA(b) en las células del epitelio 
intestinal, bien por causa de una completa ausencia de moléculas receptoras, bien 
por una disminución de afinidad por el ligando por parte de éstas.
5.2.2.-Bioensayos:
Los bioensayos con CryIA(b) se realizaron con larvas de tercer estado, 
utilizando una dieta artificial modificada. Esta dieta se dosificó sobre unas placas 
de plástico con pocilios de 2 cms de área. Las diluciones de CryIA(b), cinco en total, 
se prepararon en tampón PBS que contenía 0.1% de BSA. Sobre cada pocilio se 
dosificaron 50 pl de la dilución correspondiente, que se dejaban secar. En cada 
pocilio se colocaron 2 larvas, utilizándose un total de 24 por dosis. La mortalidad se 
controlaba después de 5 días de exposición a la toxina. Los resultados obtenidos a 
partir de 3 réplicas de cada bioensayo se analizaron mediante análisis probit 
(Finney, 1962), utilizando el programa de ordenador POLO-PC, obteniéndose así 
las LCm.
5.2.3.- Unión de CryIA(b) a secciones de tejido intestinal;
La preparación del tejido, unión de CryIA(b) y detección 
inmunohistoquímica se realizó según el método de Bravo et al. (1992a) tal y como 
se describe en los apartados 4.2.8 y 4.2.9 de este trabajo. Las secciones de tejido, 
tanto de la población resistente, sensible y de individuos de las Fx de los cruces 
recíprocos, se incubaron durante 1 h con CryIA(b), utilizando 10 pg de proteína/ml 
de tampón TST.
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La inmunolocalización de la ICP se llevó a cabo incubando las preparaciones 
durante 16 h con un anticuerpo monoclonal contra las proteínas del grupo CrylA 
(1 pg/ml en TST). El anticuerpo no unido se eliminó mediante un lavado con TST y 
a continuación, para detectar la proteína unida, se incubó con un anticuerpo 
secundario acoplado a peroxidasa. La reacción de color se desarrolló en tampón Tris 
50 mM, pH 7.6, utilizando como sustratos 3,3’-diaminobenzidina 0.01% y 
0.0035%.
La ICP CrylB se utilizó como control positivo, puesto que las dos poblaciones 
S y R unieron esta proteína.
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5.;3.- RESULTADOS
5..3.1.- EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE CryLA(b) EN LAS DOS 
CCOLONIAS PARENTALES Y EN LAS F, DE LOS CRUCES RECIPROCOS:
Las curvas de dosis-mortalidad obtenidas de los experimentos de bioensayo 
se* muestran en la figura 1. Las LC60 de cada colonia y F., así como las pendientes 
dee las rectas de dosis-mortalidad aparecen en la Tabla I.
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Figura 1.- Curvas de dosis-mortalidad obtenidas de los experimentos de 
biioensayo. (A) Población sensible, (B) Población resistente, (C) Hembras Sensibles x 
Mlachos Resistentes, (D) F, Hembras Resistentes x Machos Sensibles.
TABLA I. Parámetros obtenidos de los experimentos de bioensayo sobre las dos 
ccolonias parentales y las F, de los dos cruces recíprocos. H: hembras, M: machos.
CEPA LCm (ng/cma) FL^ pendiente
Sensible (S) 13.89 2.07-43.93 095
Resistente (R) 641.50 213-122-75 0.97
HSxMR 89.33 31.61-198.39 1.10
HRxMS 12.81 0.49-53.54 0.69
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Los valores de las LCM, FLM y pendientes se calcularon a partir de tres repeticiones 
dte cada bioensayo.
Para la F t del cruce hembras resistentes por machos sensibles se obtuvo un 
valor de LCM indistinguible del de la colonia S, sugiriendo que la herencia de la 
resistencia estaba controlada por un alelo recesivo. Sin embargo, en el cruce 
recíproco la LCM fue superior. Un análisis de covarianza comparando las rectas de 
regresión de las dos dio diferencias significativas entre ellas (pcO.OOl). Estas 
diiferencias también se encontraron cuándo se compararon los resultados para la 
diel cruce hembras sensibles por machos resistentes con los de la cepa sensible 
(jp<0.001). Puesto que en los Lepidópteros el sexo heterogamético es el femenino, el 
resultado anterior sugirió la implicación de un gen ligado al sexo en la transmisión 
dle la resistencia Si asumimos esta hipótesis, en la F} del cruce Hembras S x 
Machos R esperaríamos un 50% de insectos susceptibles y un 50% de insectos 
resistentes (Fig. 2). En este caso, la curva de dosis-mortalidad de esta F1 sería 
ayustable a una línea recta con un valor de LC60 intermedio entre el de las dos 
ccolonias parentales.
cT Z* Z" X 9 Z1 W
1 /2  tf Í S 1
1 /2  ? Z*W
100% ««nalhlM  s i  r  n c u l n
ce zr zr x 9 z’ w
1 /2  t  Z*
1 /2  9 ÍW
50% ■ •n tlb lM  y 50% r« s ia t* n tM  « i r  r«e««ÍTO
Figura 2.- Genotipos y fenotipos esperados en la descendencia de los dos cruces 
recíprocos en el caso de un alelo recesivo ligado al sexo.
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Para comprobar la hipótesis anterior, insectos de las Fx de los dos cruces 
recíprocos fueron intoxicados durante 5 días con diferentes dosis de CryIA(b), 
permitiendo a continuación a los supervivientes continuar con su desarrollo hasta 
acüulto. Si la hipótesis de herencia ligada al sexo fuera correcta, en el cruce 
Híembras S x Machos R el número de hembras supervivientes debería ser superior 
all de machos, puesto que las primeras serían resistentes. Sin embargo, en el cruce 
recíproco no esperaríamos encontrar esta diferencia. Los resultados de estos 
experimentos de intoxicación se muestran en la Tabla II. En ninguno de los casos 
experimentados el número de hembras supervivientes fue mayor que el de machos.
TJABLA II. Sexo de los adultos supervivientes tras cinco días de exposición a 
CiryIA(b).
CRUCE
Dosis
(ngr/cm*) n
Mortalidad
(%)
Machos
supervivien.
Hembras
supervivien.
MSxHR 0 35 10(28) 9 16
10 206 166(80) 28 12
100 408 388(95) 7 13
MRxHS 0 132 15(11) 61 56
50 190 152(80) 18 20
500 528 439(83) 49 40
800 108 94(87) 8 6
1000 336 315(94) 9 12
n:: número de individuos estudiados.
Para comparar la proporción de sexos en las Fx se utilizó un test de x2* No se 
encontraron diferencias significativas cuando se comparó el número total de 
supervivientes de cada sexo para todas las dosis en cada F, (0.3<p<0.5). Incluso a 
urna dosis de CrylACb) que mataba alrededor del 95% de todos los individuos en los 
dcos cruces, el número de hembras supervivientes fue sólo ligeramente superior al 
d¿e machos, pero no significativamente (0.5<p<0.7).
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5.3.2.- UNION DE CryIA(b) A SECCIONES DE TEJIDO INTESTINAL DE 
INSECTOS DE LAS Fx DE LOS CRUCES RECIPROCOS:
El factor principal implicado en la resistencia a CryIA(b) en la colonia 
resistente es probablemente la falta del receptor con capacidad de unión de la 
proteína. Para determinar si el gen que codifica para este receptor estaba ligado al 
sexo, comprobamos la capacidad de unir CryIA(b) en preparaciones de insectos de 
las F1 mediante inmunohistoquímica. Esta técnica permite la detección de la 
presencia de receptores para la ICP en cada insecto individualmente y facilita por 
lo tanto el análisis de los fenotipos de los componentes de cada Fr  La técnica 
inmunohistoquímica es cualitativa y la presencia de un receptor funcional en la 
membrana daría lugar a una señal positiva, incluso en el caso de que la 
concentración del receptor estuviera reducida en un 50% o más. Esta sería la 
situación esperada en los heterocigotos; sin embargo, en el cruce Hembras S x 
Machos R, esperaríamos obtener un 50% de insectos sin la capacidad de unir 
CiyIA(b), en el caso de una herencia ligada al sexo (los individuos 71 W). Se 
analizaron 14 preparaciones de insectos de cada F }, así como insectos de las 
colonias sensible y resistente como controles. Estos últimos mostraron unión de 
CryIA(b) o falta de ella respectivamente (Fig. 3A y 3B). Las preparaciones de las Fx 
mostraron todas ellas capacidad de unión de CryIA(b) (Fig. 3C y 3D).
Mediante un test de %a se comprobó que la probabilidad de haber escogido al 
azar 14 insectos susceptibles de una muestra con 50% de insectos resistentes (la Fx 
del cruce Hembras S x Machos R) era menor de 0.001. Este resultado indicó por lo 
tanto que al menos un alelo recesivo autosómico era el responsable de la pérdida de 
capacidad de unión de la población resistente.
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Figura 3.- Unión de CrylA(b) al borde en cepillo del intestino de P .  X y l o s t e l l a .  (A )
C e p a  S ,  ( B )  C e p a  R ,  ( C )  F : d e l  c r u c e  H S  x  M R ,  ( D )  F x d e l  c r u c e  H R  x  M S ,  ( E )  C o n t r o l  c o n  
C r y l B ,  ( F )  T i n c i ó n  h i s t o l ó g i c a  d e l  i n t e s t i n o .  M B :  m e m b r a n a  b a s a l ,  L :  l u m e n ,  
m e m b r a n a  d e l  b o r d e  e n  c e p i l l o .  M V
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5.4.- DISCUSION
Las bases genéticas de la resistencia a Bacillus thuringiensis han sido 
analizadas al menos en cuatro especies de insectos, obteniéndose resultados muy 
diversos dependiendo de la especie y de la población en estudio.
La resistencia a Dipel de cinco colonias de laboratorio de Plodia 
interpunctella se demostró que seguía una herencia autosómica y completa o 
parcialmente recesiva dependiendo de la población analizada (McGaughey et al. 
1988). En dos estudios realizados con cepas resistentes de Heliothis virescens 
obtenidas mediante selección artiñcial en el laboratorio, los resultados indicaron 
que la herencia era autosómica y parcialmente dominante y posiblemente 
controlada por varios factores genéticos (Sims et al. 1991, Gould et al. 
1992).También en Leptinotarsa decemlineata se ha descrito que la resistencia a las 
toxinas de B. thuringiensis es debida a un gen parcialmente dominante además de 
intervenir otros genes que interaccionan con él (Rahardja y Whalon, 1995).
En el caso de Plutella xylostella, dos eran las poblaciones que hasta el 
momento han sido estudiadas. En una colonia derivada de una población natural 
capturada en Hawaii, la herencia de la resistencia sigue un modelo de un único gen 
autosómico recesivo (Tabashnik et al. 1992a). Del mismo modo, en otra colonia del 
mismo insecto derivada de una población de invernadero de Japón, la resistencia se 
debe a un único gen autosómico y parcialmente recesivo (Hama et al. 1992).
La colonia de P. xylostella resistente a CryIA(b) estudiada en este trabajo, 
procede de una muestra de una población natural que nunca ha estado sometida a 
selección en el laboratorio. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo difieren de 
los presentados por otros autores en que las rectas de regresión obtenidas mediante 
bioensayo de las de los dos cruces recíprocos difieren entre sí significativamente. 
En el caso del cruce hembras sensibles por machos resistentes, la LC60 es superior a 
la obtenida para el cruce recíproco y también a la obtenida para la población 
sensible. Puesto que en el caso de Lepidópteros el sexo heterogamético es el 
femenino, el resultado de la rectas de la Fj sería el esperado si la resistencia fuera 
debida a un gen mayor ligado al sexo. Para comprobar esta hipótesis se realizaron 
los experimentos de determinación del sexo de los adultos de las F, supervivientes a 
diferentes dosis de CryIA(b). Las predicciones que se podrían hacer asumiendo un
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tipo de herencia recesiva ligada al cromosoma Z serían, en el caso del cruce 
hembras S por machos R, una proporción de hembras supervivientes superior al de 
machos y en el cruce recíproco, la misma proporción de individuos de los dos sexos. 
Sin embargo los resultados experimentales obtenidos no han corroborado la 
hipótesis ni siquiera a las dosis más altas. No obstante los datos obtenidos de estos 
experimentos confirman los obtenidos de los bioensayos convencionales, en lo que 
respecta a la diferencia de mortalidad entre las Fj de los dos cruces (Tabla II). Las 
dosis de CryIA(b) que causaron el mismo porcentaje de mortalidad en las dos F x son 
mucho mayores para el cruce hembras sensibles por machos resistentes que para el 
recíproco, el mismo fenómeno que se ha observado en los bioensayos.
Los resultados obtenidos tampoco pudeden explicarse según un modelo de 
herencia m aterna. Si así fuera, la recta de dosis-mortalidad que correspondería con 
una LC50 intermedia sería la Fj del cruce hembras resistentes por machos sensibles 
y no la del recíproco como es el caso.
El hecho aparente de que sean los machos los que transm itan la resistencia 
a su descendencia podría sugerir algún tipo de “impronta parentaT. Este fenómeno 
se puede definir como una modificación de la expresión de un alelo que depende del 
origen del gameto del que procede. En mamíferos, así como en otros organismos, 
existen muchos ejemplos de alelos heredados vía m aterna o paterna (Peterson y 
Sapienza 1993).Uno de los mecanismos que puede explicar este hecho es el de la 
metilación del DNA. No existen muchas evidencias de que la metilación juegue un 
papel importante en el control de la expresión génica en insectos, aunque en áfidos 
sí que se ha descrito una relación entre metilación del DNA, control de la expresión 
génica y resistencia (Field et al. 1989). En este ejemplo, %n áfidos resistentes a 
insecticidas, que tienen un nivel alto de actividad esterasa, los genes que codifican 
para estos enzimas están metilados, mientras que los mismos genes de cepas que 
han revertido y que son susceptibles no están metilados y no se expresan. Un 
mecanismo de este tipo podría explicar el tipo de herencia que se observa en P. 
xylostella pero no tenemos ninguna evidencia de que así sea y habría que realizar 
el análisis a nivel molecular de los alelos de susceptibilidad y resistencia para 
obtenerlas.
En la cepa de Plutella xylostella estudiada, uno de los factores principales 
que le confieren resistencia a B. thuringiensis es la falta de unión de CryIA(b) a la
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membrana del intestino (Ferré et al. 1991). Bravo et al. (1992a y 1992b) 
demostraron mediante una técnica inmunohistoquímica que CryIA(b) no era 
retenida por el microvilli de las células epiteliales del intestino de las larvas de P. 
xylostella resistente, tanto in vitro con ensayos de unión de la proteína sobre cortes 
histológicos, como in vivo tras la intoxicación de las larvas con la toxina y el 
análisis histológico de su intestino. Sin embargo, en larvas de la cepa sensible, se 
podía localizar CrylA(b) unida al borde en cepillo de la membrana epitelial.
La utilización de esta técnica nos permite realizar un rastreo de la 
susceptibilidad de los insectos individualmente, y por lo tanto puede ser utilizada 
para realizar un análisis genético sin tener que recurrir a la determinación de la 
toxicidad mediante bioensayos. Así, el siguiente paso en nuestro trabajo ha sido la 
determinación de la herencia de la capacidad de unir CryIA(b), estudiando 
individualmente en la descendencia de los dos cruces recíprocos entre las 
poblaciones parentales la unión de CryIA(b).
Los resultados de este análisis m uestran que en todos los casos, los 
individuos unen la toxina y por lo tanto podemos concluir que el gen responsable de 
la incapacidad de unir CryIA(b) sigue un modelo de herencia de un alelo 
autosómico recesivo.
Las diferencias que se observan entre la herencia de la resistencia global a 
B. thuringiensis y la herencia de la capacidad de unir CryIA(b) sugieren que deben 
existir otros mecanismos bioquímicos adicionales a la modificación del sitio de 
unión implicados en la resistencia de esta cepa, cuya identificación está por 
resolver.
I
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6. CARACTERIZACIÓN DEL RECEPTOR DE LAS 
ENDOTOXINAS DEL GRUPO CrylA EN Manduca sexta.
CAPÍTULO 6
6.1.- INTRODUCCION
Un paso importante del modo de acción de las ICPs de B. thuringiensis es la 
unión de las proteínas activadas a una o más proteínas del borde estriado del 
epitelio intestinal. Existen muchos estudios en los que se ha correlacionado la 
toxicidad de las proteínas Cry con la unión específica a receptores del intestino de 
los insectos diana (Hofmann et al., 1988a, 1988b; Van Rie et al., 1989, 1990a). 
Además en algunos casos se ha demostrado que la resistencia a las ICPs es debida 
a la modificación de esa unión, bien por la ausencia de estos receptores en los 
insectos resistentes bien por la disminución de su afinidad por las toxinas (Van Rie 
et al., 1990bt Ferré et al., 1991).
Aunque se han llevado a cabo varias investigaciones sobre el mecanismo de 
acción de las 8-endotoxinas y se han identificado en distintas especies las posibles 
proteínas receptoras (Oddou et al., 1991; Garczynski et al., 1991; Knowles et al., 
1991; Sanchis y Ellar, 1993; Vadlamudi et al., 1993 y 1995; Kinght et al., 1994; 
Sangadala et al., 1994), uno de los mayores impedimentos para el conocimiento 
tanto del mecanismo de toxicidad como de la especificidad de las ICPs es la casi 
total falta de información sobre la naturaleza de estas proteínas receptoras y su 
posible universalidad en las distintas especies de insectos diana. Los trabajos 
publicados hasta el momento han mostrado mía gran heterogeneidad entre los 
receptores de las 5-endotoxinas, al menos entre diferentes especies de lepidópteros. 
Cada especie parece poseer más de un tipo de receptor y a su vez éstos pueden 
diferir en su concentración y afinidad por diferentes toxinas. La identificación y 
caracterización de estos receptores es pues un punto clave para dilucidar como 
actúan las ICPs.
Con nuestro trabajo, se pretende la caracterización de las proteínas del 
epitelio intestinal de Manduca sexta, capaces de unir las toxinas del grupo Cry LA.
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6.2!.- MATERIAL Y MÉTODOS
6.22.1.- Preparación de BBMV de Manduca sexta:
Las BBMV se prepararon según el método de Wolfersberger et al. (1987). 
Paira las disecciones se utilizaron larvas de M. sexta del quinto estadio del 
desarrollo.
6.22.2.- M areaje con Na1*8! de CryIA(b):
La proteína CrytA(b) se marcó utilizando cloramina-T (Van Rie et al., 1989) 
tall y como se describe en el apartado 3.2.4 del Capítulo 3 de éste trabqjo.
6.2.3.- E lectroforesis en SDS-PAGE y “w estern-blotting”:
La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de las proteínas de 
vesículas del intestino de Manduca sexta se realizó según el procedimiento descrito 
por Laemmli (1970). Las proteínas de vesículas (150 pg) se centrifugaban a 15.000 
g durante 5 min a 4°C para que precipitaran y se resuspendían en el tampón 
correspondiente al ensayo que se iba a realizar. Se añadía 1 volumen de tampón de 
m uestra (Tris 100 mM pH 6.8, SDS 4%, Glicerol 20%, DTT 100 mM y azul de 
bromofenol 0.01%) y la mezcla se calentaba entonces a 95°C durante 3 min. Tras 
enfilar en hielo, las proteínas de la membrana se cargaban y se separaban en geles 
de un porcentaje de acrilamida del 10%.
Las proteínas se transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa 
(Schleicher and Schüell) mediante el sistema semiseco de LKB. El sistema de 
transferencia estaba formado por 3 hojas de papel Wathman 3MM empapadas en 
Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%, la membrana de nitrocelulosa, el gel y 
tres capas más de papel Whatman empapadas en el tampón anterior. Todos los 
componentes estaban cortados con el mismo tamaño del gel y las proteínas se 
transferían en condiciones de intensidad constante (0.8 mA/cm2) durante 2 h.
Las eficiencia de la transferencia se determinaba tras la tinción de las 
proteínas en la membrana con Ponceau S (Sambrook et al., 1987).
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6.2.4.- D etección de la  unión de 1“I-CryIA(b):
La unión no específica al filtro se bloqueó con la incubación de la membrana 
en tampón TBS con 3% de BSA (TBS: Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) durante 
30 min. A continuación el filtro se incubó durante tres h con l26I- CryIA(b) 10® 
cpm/ml de tampón TBS. La radiactividad no unida se eliminó lavando el filtro 4 
veces durante 10 min con TBS que contenía Tween 20 al 2% (tampón TBST). El 
filtro se secó y se expuso a una película Kodak X-Omat de rayos-X.
Para los experimentos de competencia se siguió el mismo protocolo, salvo 
que los filtros eran incubados primero con 50 pg/ml del competidor correspondiente 
y a continuación con 126I-CryIA(b).
6.2.5.- Inm unodetección de la unión de CrylA(a), CrylA(b) y  CrylA(c):
Tras bloquear la unión no específica tal y como se ha descrito en el apartado 
anterior, los filtros se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con CrylA(a), 
CryIA(b) o CryIA(c) a una concentración de 10 pg/ml en tampón TBS. Las ICPs no 
unidas se eliminaron mediante dos lavados de 3 min con TBST. Las ICPs unidas se 
inmunodetectaron incubando los filtros durante 1 h en el anticuerpo monoclonal 
4D6 (1 pg/ml en TBS). Este anticuerpo reconoce las toxinas del grupo CrylA (Hófte 
et al., 1988). Tras otros dos lavados con TBST, se incubó durante 1 h con un 
anticuerpo secundario contra ratón, acoplado a fosfatasa alcalina (diluido 1:30.000 
en TBS). La reacción de color se desarrolló según se describe en Sambrock et al. 
(1987) utilizando NBT (cloruro de 4-nitro-tetrazolio) y BCIP (5-bromo-4-cloro-3- 
indolil-fosfato) como sustratos. Para obtener controles de la unión se realizaron 
incubaciones omitiendo secuencialmente las ICPs y los anticuerpos primario y 
secundario.
6.2.6.- D etección de glicoproteínas:
Para la detección de glicoproteínas entre las proteínas de las vesículas se 
utilizó el kit de mareaje doble de proteínas y glicanos de Boehringer Mannheim. El 
protocolo que se siguió se describe a continuación.
El filtro al que se había transferido previamente las proteínas de membrana 
se lavó con tampón PBS pH 6.5. Tras una oxidación de los azúcares, incubando el
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filtro con acetato de sodio 0.1 M pH 5.5 y con metaperiodato de sodio 0.01 M 
durante 20 min, el filtro se lavó tres veces 5 min en PBS.
A continuación el filtro se incubó con DIG-hidrazida (hidrazida de 
digoxigenina) en tampón acetato de sodio 0.1 M pH 5.5, durante 1 h a temperatura 
ambiente y a continuación con FLUOS (5(6)-carboxifluoresceina-N-hidroxi- 
succinimida) en tampón fosfato potásico 50 mM, pH 8.5 y Nonidet P-40 0.01% 
durante 1 h. Tras tres lavados de 5 min en tampón TBS se realizó la incubación del 
filtro al menos 30 min en la solución de bloqueo, tres nuevos lavados de 5 min en 
TBS y una incubación durante 1 h con el anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a 
peroxidasa y con el anticuerpo anti-fluoresceina acoplado a fosfatasa alcalina en 
TBS.
La reacción de color se realizó tras lavar el filtro con TBS 5 min 3 veces 
desarrollando el color en tampón Tris 0.1 M, pH 8.0, MgCl, 50 mM, NaCl 0.1 M 
utilizando como reactivos de color para la fosfatasa alcalina, INT (cloruro de 2-(-4- 
Iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-tetrazolio) y BCIP, y para la reacción de 
peroxidasa y 4-trietilenotrioxi-l-naftol. Las glicoproteínas se tiñeron de un 
color azulado y las proteínas no glicosiladas de color marrón rojizo.
6.2.7- D etección de la  u n ión  de la  lec tina  del germ en de soja.
La unión de la lectina se realizó incubando los filtros a los que se había 
transferido previamente las proteínas de membrana, con una disolución 50 pg/ml 
de lectina en tampón TBS. La detección se llevó a cabo revelando el enzima 
peroxidasa que llevaba acoplado la lectina. Para desarrollar el color se utilizaron 
como sustratos 3,3’-diaminobenzidina 0.01% y HjO., 0.0035% en Tris 50mM, pH
7.6.
6.2.8.- P rep arac ió n  del te jido  y obtención de secciones del in testino  de M. 
sexta:
La fijación del tejido y la preparación de secciones para microscopía óptica se 
realizó según el método de Bravo et al. (1992a) tal y como se describe en Material y 
Métodos del Capítulo 4 de este trabajo.
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6.2.9.- Unión de CrylA(a), CryIA(b) y CrylA(c) a secciones de tejido  
intestinal:
La detección de la unión de CryIA(a) CryIA(b) y CryIA(c) a secciones se 
realizó tras el desparañnado e hidratación del tejido según se describe en Bravo et 
al. (1992a)
La incubación con las tres ICPs se realizó a temperatura ambiente durante 
1 hora, con CiyIA(a), CryIA(b) y CryIA(c) a una concentración de 10 pg/ml en 300 
pl de tampón TST por sección. Las proteínas no unidas se eliminaron mediante un 
lavado de 1 min con 500 |il de tampón TST. Para la detección de las ICPs unidas se 
utilizó un anticuerpo monoclonal contra ellas (4D6, 1 pg/ml en TST) y un 
anticuerpo secundario contra ratón acoplado a fosfatasa alcalina (1:5.000 en TST). 
La reacción de color se desarrolló en tampón Tris 100 mM, NaCl 100 mM, MgCla 5 
mM pH 9.5, utilizando como sustratos NBT y BCIP. Finalmente las preparaciones 
se deshidrataron y se montaron para su observación al microscopio.
6.2.10.- Solubilización y  concentración de las proteínas de membrana:
Las proteínas de las vesículas del borde estriado del intestino se 
centrifugaron a 15.000g durante 5 min para que precipitaran y se resuspendieron 
en tampón Tris 10 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, CHAPS 24mM a una concentración 
de final de 2.5 mg/ml. En este tampón se incubaron durante 30 min a 4 °C tras lo 
que se centrifugaron a lOO.OOOg durante 1 h a 4°C. El sobrenadante constituyó la 
fracción de proteínas de membrana solubles.
La concentración de las proteínas solubilizadas se realizó mediante 
filtración con Centricon-100 (Amicon)
6.2.11.- Cromatografía rápida de proteínas:
El equipo de cromatografía que se utilizó (FPLC), de Pharmacia, estaba 
compuesto por un controlador modelo GP-250, dos bombas P-500, una válvula de 
inyección V7 y un mezclador.
La separación de las proteínas del extracto se siguió midiendo su 
absorbancia a 280 nm con un detector modelo L-4250 de Merck. El cromatograma
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se registró en un integrador Spectra Physics SP4290. Las fracciones se recogieron 
en un colector modelo RediFrac de Pharmacia.
1.- Cromatografía de exclusión molecular:
La columna que se utilizó fue Superóse 12 de Pharmacia. El tampón de 
elución estaba compuesto por Tris 10 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, al que se añadía 
o bien CHAPS 8 mM o bien SDS 1%. El flujo que se aplicó durante la cromatografía 
fue de 0.1 ml/min. Se recogieron fracciones de 100 pl que se analizaron mediante 
electroforesis en SDS-PAGE según Laemmli (1970).
2.- Cromatoenfoque:
El solubilizado de proteínas de membrana se inyectó en una columna de 
intercambio amónico MonoP HR 5/5 que había sido previamente equilibrada con 
tampón bis-Tris 25 mM pH 6.3, CHAPS 8 mM y con 1 mi de NaOH 5 M. La elución 
se realizó a un flujo de 1 ml/min con Polybufíer-74 10% (Pharmacia) ^justando el 
pH a 4.0 con HC1, CHAPS 8 mM, recogiéndose fracciones de 0.5 mi. Para recuperar 
las proteínas que habían quedado retenidas en la columna tras la formación del 
gradiente de pH, se inyectaron 500 pl de NaCl 1M.
El pH de las fracciones se midió con un electrodo Crisom. Las fracciones 
correspondientes a los máximos de absorbancia se analizaron mediante 
electroforesis en SDS-PAGE según Laemmli (1970).
3.- Cromatografía de intercambio iónico:
La columna que se utilizó fue una MonoQ HR 5/5 de Pharmacia. El 
equilibrado de la columna se realizó con 5 mi de tampón de baja fuerza iónica (Tris
10 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, CHAPS 8 mM), después 10 mi de tampón de alta
%
fuerza iónica (Tris 10 mM pH 7.4, NaCl 1 M, CHAPS 8 mM) y finalmente 5 mi más 
de tampón de baja fuerza iónica. El flujo durante la cromatografía fue de 1 ml/min. 
Tras la inyección de las proteínas solubilizadas, se realizó un lavado de la columna 
durante 3 min con el tampón de baja fuerza iónica y a continuación se realizó un 
gradiente lineal en 20 min de 0 a 100% de tampón de alta  fuerza iónica. Se 
recogieron fracciones de 0.5 mi de las que se escogieron algunas para ser 
analizadas mediante electroforesis en SDS-PAGE según Laemmli (1970).
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6.2.12.- T inción con p la ta  de los geles de acrilam ida:
P ara la tinción con plata de los geles tras la electroforesis se utilizó el 
método de Morrisey (1981). Los geles se prefijaron incubándolos durante 30 min en 
metanol 50% y ácido acético 10%. Tras un lavado de 7 min en metanol 5%, ácido 
acético 7%, se completó la fijación en glutaraldehido 10% durante 30 min, 
utilizando 6 ml/ml de gel. Tras este paso, los geles se lavaron con agua un mínimo 
de 2 h o durante toda la noche, tras el lavado, se realizó una incubación con DTT (5 
pg/ml en agua), utilizando 12 ml/ml de gel, durante 30 min. La solución de DTT se 
eliminó y sin enjuagar los geles se sumergieron en nitrato de plata 0.1% durante 30 
min (12 ml/ml de gel). Tras un lavado rápido (10-20 s) en agua, la tinción se 
desarrolló con carbonato de sodio 3%, formaldehido 0.04%. Cuando se alcanzó el 
nivel de tinción deseado, se paró la reacción añadiendo ácido cítrico 2.3 M, 
utilizando exactamente 5 mi por cada 100 mi de solución de carbonato empleada y 
agitando durante unos minutos (la cantidad de ácido cítrico utilizada debe 
neutralizar la de carbonato, alcanzándose un pH de 7.0). Para guardarlos, los geles 
se lavaron con agua varias veces y después en carbonato de sodio 0.03%.
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6.3.- RESULTADOS
6.3.1.- DETECCIÓN DE LA UNIÓN DE CryIA(a), CrylA(b) Y CrylA(c) 
SOBRE CORTES HISTOLÓGICOS DEL INTESTINO DE M. sexta.
Para localizar el sitio de unión de las toxinas del grupo CrylA, se realizaron 
experimentos de unión a secciones de tejido intestinal con las proteínas CryIA(a), 
CryIA(b) y CrylA(c). Las preparaciones se incubaron durante una hora con cada 
toxina y la ICP unida se reveló con anticuerpos monoclonales desarrollados contra 
ella. El resultado obtenido se m uestra en la Figura 1 y fue que las tres proteínas se 
unieron uniformemente a todo el microvilli del epitelio intestinal del insecto. 
También se encontró unión de las tres proteínas a la membrana peritrófica.
6.3.2.- IDENTIFICACIÓN DE UNA PROTEÍNA DE M anduca sexta  CON 
CAPACIDAD DE UNIR CrylA(a), CrylA(b) Y CrylA(c):
Proteínas de vesículas de membrana del intestino de M. sexta fueron
separadas mediante electroforesis en poliacrilamida con SDS y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. La unión de CryIA(a), CryIA(b) y CryIA(c) a las
proteínas de vesículas se visualizó tras la incubación del filtro con estas toxinas y la
inmunodetección de las ICPs unidas, utilizando un anticuerpo monoclonal contra
ellas. Los resultados se m uestran en la figura 2A. La proteína que reconocieron
principalmente las tres ICPs presentó un peso molecular de 210 kDa. También se
detectó más débilmente una proteína de un peso molecular de 120 kDa. Algunas
veces se observó unión no específica del anticuerpo secundario a proteínas de 135,
%
117 y 90 kDa.
6.3.3.- EXPERIMENTOS DE COMPETENCIA CON CrylA(a), CrylA(b) Y 
CrylA(c) SOBRE EL FILTRO:
Para determinar la especificidad de la unión de CryIA(a), CryIA(b) y 
CryIA(c) a la proteína de 210 kDa, se realizaron experimentos de competencia 
sobre el filtro de nitrocelulosa. Como el anticuerpo primario del que disponíamos 
reconocía las tres ICPs, el filtro con las proteínas de vesículas se incubó con 126I- 
CryIA(b) en presencia de un exceso de competidor no marcado, bien CryIA(a), 
CryIA(b) o CryIA(c). Los resultados de estas competencias se m uestran en la figura
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Figura 1.- Inmuno localización de las ICPs del grupo crylA en secciones de tejido 
intestinal de larvas de Manduca sexta. (A )  C r y l A ( a ) ,  (B )  C r y l A ( b ) ,  ( C )  C r y I A ( c ) ,  (D )  
c o n t r o l  s i n  t o x i n a .  MB: m e m b r a n a  b a s a l ,  L: l u m e n ,  MV: m i c r o v i l l i .
CAPI TUL. O 6
Figura S2.- (A) Inmmodetección de proteína&s de M a n a i c a  s e x t a  con CrylA(a), 
CrylA(b)) y  CrylA(c). C a r r e r a  1 , C r y l A ( a ) ;  c a r r e r e a  12, C r y I A ( b ;  c a r r e r a  3 ,  C r y l A ( c ) .
(B) Competencias d? CrylA(a), CryIA(b) y CryyLA(c) con “I-CrylAOb). C a r r e r a  1 , m I -  
C r y I A ( b ) ;  c a r r e r a  2 ,  C r y lA ( b )  5 0  | i g / m l  y  12BI - C r y I / A ( ! b ) ;  c a r r e r í 3 ,  C r y l A ( a )  5 0  | i g / m l  y  126I -  
C r y l A ( b ) ;  c a r r e r a  4 ,  C r y I A ( c )  5 0  p g / m l  y  iaBI -C ry I A ^ .(b ) ) .  L a s  l i n a s  i n d i c a n  l a  p o s i c i ó n  d e  lo s  
m a r c a d o r e s  d e  p e s o  i m l e c u l a r .
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2B. La autorradiografía del filtro mostró una reducción en la unión de 126I-CryIA(b) 
de lo que deducimos que las tres ICPs no marcadas compitieron con 126I-CryIA(b) 
por la unión de la proteína de 210 kDa. También en estos experimentos de 
competencia, igual que en los de inmunodetección, se detectó una unión más débil a 
una proteína de 120 kDa.
6.3.4.- IDENTIFICACIÓN DE RESTOS GLICOSÍDICOS EN LA PROTEÍNA 
DE 210 kDa:
Para determinar si la proteína de 210 kDa contenía restos de azúcares se 
utilizó un método de detección de glicanos. Para ello se separaron las proteínas de 
las vesículas en un gel de acrilamida y se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa. Las glicoproteínas se detectaron directamente sobre la membrana 
mediante oxidación con periodato e incorporación de una molécula de digoxigenina 
en la porción glucídica de las glicoproteínas. El revelado se llevó a cabo con un 
anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina. El complejo 
anticuerpo-glicoproteína se visualizó entonces colorimétricamente. En el método 
que se utilizó, las proteínas no glicosiladas se unieron a una molécula de 
fluoresceína que era reconocida por un anticuerpo antifluoresceína acoplado a 
peroxidasa. De este modo las glicoproteínas se tiñeron de un color azulado y las 
proteínas no glicosiladas de un color marrón rojizo.
Los resultados de esta técnica aplicada a proteínas de las vesículas se 
m uestran en la figura 3. Pudimos comprobar que en la zona correspondiente a un
peso molecular de 210 kDa, la tinción era de color azul, indicativo de que la
%
proteína estaba glicosilada.
6.3.5.- UNIÓN DE LA LECTINA DEL GERMEN DE SOJA A LA PROTEÍNA 
DE 210 kDa:
Se ha descrito que el receptor de CryLA(c) en M. sexta es reconocido por la 
lectina del germen de soja y que al menos un residuo de N-acetil-galactosamina 
está implicado en la unión de esta toxina (Knowles et a l  1991). Para comprobar si 
la proteína de 210 kDa identificada en este trabajo también era reconocida por esta 
lectina, los filtros de nitrocelulosa a los que se habían transferido las proteínas de 
las vesículas se incubaron con una disolución que contenía la lectina del germen de
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Figura 3 . -  Identificación de glicoproteínas en BBMV de M a n d u c a  s e x t a .  C a r r e r a  1, 
i n m u n o d e t e c c i ó n  c o n  C r y l A ( b ) ;  c a r r e r a  2 ,  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  g l i c a n o s
1 2
200  —
116 —
97 —
66 __
Figura 4.- Unión de la lectina del germen de soja a la proteína de 210 kDa.
C a r r e r a  1 , i n c u b a c i ó n  c o n  l e c t i n a  5 0  p g / m l ;  c a r r e r a  2  i n m u n o d e t e c c i ó n  c o n  C r y l A ( b )  1 0  
p g / m l .
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soja acoplada al enzima peroxidasa. Los resultados se muestran en la figura 4. 
Pudimos comprobar la unión de la lectina a una banda del mismo peso molecular 
que la que reconocían las ICPs.
6.3.6.- EFECTO DE DIFERENTES PARÁMETROS SOBRE LA UNIÓN A LA 
PROTEÍNA DE 210 kDa.
Con objeto de profundizar en la estabilidad de la unión a la proteína de 210 
kDa, se estudió la influencia en la unión de distintos parámetros como el tiempo, el 
pH, la concentración de Na* y la temperatura.
El estudio de la estabilidad de la proteína a lo largo del tiempo se muestra 
en la figura 5. Ciento cincuenta pg de proteínas de vesículas del intestino de Af. 
sexta se mantuvieron a 25°C durante distintos tiempos, se separaron mediante 
electroforesis y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa sobre la que se 
detectó la unión de CryIA(b) mediante inmunodetección. Se observó que la proteína 
de 210 kDa se mantenía estable hasta un tiempo de 45 min. A partir de este 
tiempo empezaban a aparecer bandas de un peso molecular de 145 y 120 kDa.
La influencia de la variación del pH y de la concentración de NaCl se 
determinó también mediante experimentos de unión al filtro. Tal y como se 
muestra en la figura 6A, la unión a la proteína de 210 kDa no fue dependiente del 
pH en el rango de 7.0 a 8.9 (carreras 1, 3, 5 y 7) en tampón PBS. Sin embargo sí 
que se observó una reducción gradual de la unión en ausencia de NaCl en el 
tampón desde pH 7.4 a 8.9 (carreras 2, 4, 6 y 8). Cuanto mayor es el pH, más 
drástica es la disminución de unión observada.
Para obtener más información acerca de la proteína de 210 kDa, se estudió 
el efecto de la temperatura sobre la unión de CiyIA(b). La figura 6B muestra el 
patrón de bandas obtenido cuando las proteínas de vesículas se incubaban en 
tampón PBS durante 30 min a diferentes temperaturas. A 43 y 50 °C se observó la 
aparición de un fragmento resistente de 50 kDa así como la desaparición de la 
proteína de 210 kDa.
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1 2 3 4 5 6  7 8 9  10 11
200  —
116 —
97 —
66 —
45 —
Figura 5.- Influencia del tiempo en la unión de CrylA(b) a la proteína de 210 kDa.
B B M V  s e  i n c u b a r o n  e n  t a m p ó n  PBS a  2 5  °C  d u r a n t e  d i s t i n t o s  t i e m p o s .  C a r r e r a  1 , 1 2  h ;  
c a r r e r a  2 ,  lO h ;  c a r r e r a  3 ,  7  h ;  c a r r e r a  4 ,  5  h ;  c a r r e r a  6 ,  2  h ;  c a r r e r a  7 ,  1 h ;  c a r r e r a  8 ,  4 5  
m i n ;  c a r r e r a  9 ,  3 0  m i n ;  c a r r e r a  1 0 ,  1 5  m i n ;  c a r r e r a  1 1 ,  0  m i n .
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Figura 6.- Influencia del pH, concentración de NaCl y temperatura sobre la 
unión de CrylA(b) a la proteína de 210 kDa.
(A )  B B M V  s e  i n c u b a r o n  e n  t a m p ó n  P B S  a  p H :  8 .9  ( c a r r e r a  1 ) , 8 . 0  ( c a r r e r a  3 ) ,  7 .4  ( c a r r e r a  
5 ) ,  y  7 .0  ( c a r r e r a  7 ) .  B B M V  s e  i n c u b a r o n  e n  t a m p ó n  f o s f a t o  1 0  m M  a  p H :  8 . 9  ( c a r r e r a  2 ) ,  
8 .0  ( c a r r e r a  4 ) ,  7 .4  ( c a r r e r a  6 ) ,  7 .0  ( c a r r e r a  8 ) .
( B )  I n c u b a c i ó n  d e  B B M V  a  d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u r a s  d u r a n t e  3 0  m i n  e n  t a m p ó n  P B S .  
C a r r e r a  1 , 5 0  °C ; c a r r e r a  2 ,  4 3  °C ; c a r r e r a  3 ,  3 7  °C ; c a r r e r a  4 ,  3 0  °C ; c a r r e r a  5 ,  2 5  °C  y  
c a r r e r a  6 ,  2 5  °C  a  t i e m p o  c e r o .
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Se ha propuesto que el receptor para CryIA(c) en Manduca sexta es una 
metadoproteasa, concretamente una aminopeptidasa (Knight et al. 1994). Con 
objeto de investigar el efecto de agentes quelantes en la unión a la protema de 210 
kDa„ se añadieron diferentes concentraciones de EDTA al tampón PBS en el que se 
incubaron durante 30 min las proteínas de vesículas. Los resultados se muestran 
en la  figura 7. Se pudo observar que al aumentar la concentración de EDTA se 
producía una fuerte disminución de la unión a la proteína de 210 kDa. Además 
aparecía unión a dos proteínas más de 145 y 120 kDa.
Cuando las proteínas de vesículas incubadas a 50°C o con EDTA se 
incubaron con CryIA(a) y CryIA(c), se obtuvo el mismo resultado que cuando la 
incubación se realizó con CryIA(b), es decir, tanto el fragmento de 50 kDa obtenido 
por el tratamiento con la temperatura como los de 145 y 120 kDa, mantenían la 
capacidad de unir las tres ICPs del grupo CiylA (Figura 8)
6.3.7.- COMPORTAMIENTO CROMATOGRÁFICO DE LA PROTEÍNA DE 
210 kDa.
Para intentar obtener un método de purificación de la proteína de 210 kDa 
se analizó primero su comportamiento en distintos tipos de cromatografía como 
fueron: exclusión molecular, cromatoenfoque e intercambio iónico.
Previamente se realizó un pequeño estudio de solubilización de la proteína 
con distintos detergentes. Se utilizaron dos detergentes no iónicos, Tritón X-100 y 
Nonidet P-40, y otro “zwiteriónico* como CHAPS. La fracción de proteínas de 
membrana solubles se separó del resto mediante ultracentrifugación. Para la 
detección de la proteína de 210 kDa, se realizó una electroforesis y tras la 
transferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa, estás se 
inmunodetectaron con CrylA(b). La solubilización fue más eficaz cuando se utilizó 
CHAPS que en el caso de los detergentes no iónicos.
6.3.7.I.- Cromatografía de exclusión m olecular:
La fracción de proteínas solubilizadas con CHAPS se concentró con 
Centricon-100 para poder ser cargada en una columna de exclusión molecular. La 
fase móvil que se utilizó en primer lugar consistió en el mismo tampón en el que se 
había realizado la solubilización, pero con una menor concentración de detergente 
(8 mM CHAPS). En la figura 9 se muestra el cromatograma obtenido. Las primeras
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2 0 0  —
116 —
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Figura 7.- Efecto del EDTA en la unión de CryIA(b) a la pro teína de 210 kDa.
B B M V  s e  i n c u b a r o n  d u r a n t e  3 0  m i n  a  2 5  °C  c o n  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  E D T A  e n  
t a m p ó n  P B S .  C a r r e r a  1 , 1 0 0  m M  E D T A ;  c a r r e r a  2 ,  4 0  m M  E D T A ;  c a r r e r a  3 ,  2 0  m M  E D T A ;  
c a r r e r a  4 ,  1  m M ;  c a r r e r a  5 ,  c o n t r o l  s i n  E D T A
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200  —
116  —
97  —
66  —
45  —
Figura 8.- Unión de CrylA(a), CrylA(b) y CrylA(c) a los fragmentos obtenidos 
tras el tratamiento de las proteínas de BBMV con EDTA y con la temperatura.
C a r r e a s  1 , 3  y  5 ,  P r o t e í n a s  d e  v e s í c u l a s  t r a s  t r a t a m i e n t o  c o n  E D T A  i n m u n o d e t e c t a d a s  c o n  
1 C r y l A ( b ) ,  C r y l A ( a )  y  C r y l A ( c )  r e s p e c t i v a m e n t e .  C a r r e r a s  2 ,  4  y  6 ,  p r o t e í n a s  d e  v e s í c u l a s  
t r a s  t r a t a m i e n t o  a  5 0 ° C .
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F i g u r a  9 . -  S e p a r a c i ó n  d e  l a s  p r o t e í n a s  d e  v e s í c u l a s  e n  l a  c o l u m n a  d e  e x c l u s i ó n  
m o l e c u l a r  e n  p r e s e n c i a  d e  C H A P S .  T a m p ó n  d e  e l u c i ó n :  T r i s  1 0  m M  p H  7 .4 ,  N a C l  1 5 0  
m M ,  C H A P S  8  m M ;  f l u j o  0 .1  m l / m i n .
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F i g u r a  1 0 . -  A n á l i s i s  m e d i a n t e  S D S - P A G E  d e  l a s  f r a c c i o n e s  o b t e n i d a s  t r a s  l a  
c r o m a t o g r a f í a  d e  e x c l u s i ó n  m o l e c u l a r  e n  p r e s e n c i a  d e  C H A P S .  C a r r e r a s  1 a  8 , 
f r a c c i o n e s  7 3  a  8 0 .  %  d e  a c r i l a m i d a  d e l  g e l  1 0 % . T i n c i ó n  c o n  p l a t a .  L a s  l í n e a s  i n d i c a n  l a  
p o s i c i ó n  d e  l o s  m a r c a d o r e s  d e  p e s o  m o l e c u l a r .
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fracciones, que deberían corresponder a las proteínas de alto peso molecular, se 
analizaron mediante electroforesis en SDS-PAGE y los geles se tiñeron 
posteriormente con plata (Fig. 10). Se pudo observar que en la columna no se 
producía la separación de las proteínas según su tamaño, pues en todas las 
fracciones aparecieron las mismas bandas. Sin embargo, las proteínas sí que se 
separaban durante la electroforesis con SDS. Este resultado nos hizo concluir que 
las proteínas solubilizadas de la membrana estarían formando un agregado que en 
la columna no se podría romper y sí mediante su desnaturalización con SDS.
Por este motivo, se volvió a realizar la cromatografía de exclusión molecular 
añadiendo SDS 1% en lugar de CHAPS, tanto al tampón de elución como a la 
m uestra tras su concentración con Centricon-100. Los resultados de la 
cromatografía en presencia de SDS se m uestran en la figura 11. El análisis de las 
fracciones (Fig 12) indicó que sí que se producía la separación esperada por 
tamaños. Las proteínas de alto peso molecular eluyeron en las primeras fracciones, 
que se concentraron y mediante inmunodetección con CryIA(b) se identificó en ellas 
la proteína de 210 kDa.
6.3.7.2.- Crom atoenfoque:
Para calcular el punto isoeléctrico de la proteína de 210 kDa se realizó un 
cromatoenfoque en un intercambiador aniónico débil. El rango de pH elegido fue 
entre 4 y 6 unidades. Se eligió este intervalo de pH debido a que la proteína 
receptora para CryIA(b) identificada por Vadlamudi et al., (1993), tenía un pl de
5.5. Tanto en el tampón inicial del cromatoenfoque como en el de elución se incluyó 
CHAPS, para minimizar las interacciones moleculares que dan como resultado la 
agregación de las proteínas solubilizadas.
Los resultados del cromatoenfoque se m uestran en la figura 13. La proteína 
de 210 kDa apareció en las fracciones de p l 4.75 a 5.00 (Fig. 14).
6.3.7.3.- In tercam bio  iónico:
Una vez conocido el p l de una molécula, se puede deducir su carga neta a un 
determinado pH y esta información puede utilizarse para elegir un intercambiador 
iónico apropiado para la separación. En nuestro caso, a pH 7.4, la proteína de 210 
kDa tiene una carga neta negativa y por lo tanto puede ser retenida en un 
intercambiador aniónico.
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Figura 11.- Separación de las proteínas de vesículas en la columna de exclusión 
molecular en presencia de SDS. T a m p ó n  d e  e l u c i ó n :  T r i s  1 0  m M  p H  7 .4 ,  N a C l  1 5 0  m M ,  
S D S  1 % ; f l u j o  0 .1  m l / m i n .
Figura 12.- Análisis mediante SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la 
cromatografía de exclusión molecular en presencia de SDS. C a r r e r a  1 , p r o t e í n a s  d e  
v e s í c u l a s  s o l u b i l i z a d a s  c o n  C H A P S ;  c a r r e r a s  2  a  9 ,  f r a c c i o n e s  7 2  a  7 9 .  %  d e  a c r i l a m i d a  d e l  
g e l  1 0 % . T i n c i ó n  c o n  p l a t a .
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P o l y b u f f e r  7 4  1 0 %  ( P h a r m a c i a )  a  p H  4 . 0 ,  C H A P S  8  m M .  F l u j o  1 .0  m l / m i n .  L a  f l e c h a  i n d i c a  
e l  m o m e n t o  e n  e l  q u e  s e  i n y e c t ó  N a C l  0 .5  M .  E l  g r a d i e n t e  d e  p H  e s t á  m a r c a d o  p o r  l a  l í n e a  
d e  p u n t o s .
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F i g u r a  1 4 . -  A n á l i s i s  m e d i a n t e  S D S - P A G E  d e  l a s  f r a c c i o n e s  o b t e n i d a s  t r a s  e l  
c r o m a t o e n f o q u e .  C a r r e r a s  1  a  9 ,  f r a c c i o n e s  2 0 ,  2 2 ,  2 4 ,  2 6 ,  2 8 ,  3 0 ,  3 2 ,  3 3  y  4 0 .  L a  p r o t e í n a  
d e  2 1 0  k D a  s e  d e t e c t ó  e n  l a s  f r a c c i o n e s  3 0  a  3 3 .  %  d e  a c r i l a m i d a  d e l  g e l  1 0 % . T i n c i ó n  c o n  
p l a t a .
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Figura 15.- Separación de las proteínas de vesículas en la columna de 
intercambio iónico. T a m p ó n  d e  e q u i l i b r a d o :  T r i s  1 0  m M  p H  7 .4 ,  N a C l  1 5 0  m M ,  C H A P S  8 
m M .  F l u j o  1 m l / m i n .  E l u c i ó n  c o n  u n  g r a d i e n t e  l i n e a l  d e  N a C l  d e  1 5 0  m M  a  1 M  e n  2 0  m i n ,  
s e ñ a l i z a d o  m e d i a n t e  l a  l í n e a  d e  p u n t o s .
2 3 4 5 6 7 8
Figura 16.- Análisis mediente SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la 
cromatografía de intercambio iónico. C a r r e r a  1 , p r o t e í n a s  d e  v e s í c u l a s  s o l u b i l i z a d a s  
e n  p r e s e n c i a  d e  C H A P S ;  c a r r e r a s  2  a  9 ,  f r a c c i o n e s  8 , 9 , 2 4 ,  2 5 ,  2 6 ,  2 8 ,  3 0  y  3 2 .  L a  p r o t e í n a  
d e  2 1 0  k D a  s e  d e t e c t ó  e n  l a s  f r a c c i o n e s  2 8 ,  3 0  y  3 2 .  %  a c r i l a m i d a  d e l  g e l :  1 0 % . T i n c i ó n  c o n  
p l a t a .
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Por éste motivo, realizamos una cromatografía en una columna con un 
intercambiado aniónico fuerte y las proteínas se eluyeron con un gradiente de 
NaCl. Los resultados aparecen en la figura 15. En las primeras fracciones se 
recogió el lavado de la columna, es decir las proteínas que no quedan retenidas en 
la columna por su pl. La proteína de 210 kDa eluyó con una concentración de NaCl 
de 0.5-0.6 M (Fig. 16).
6.3.8.- PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA DE 210 kDa:
Una vez determinado el comportamiento de la proteína de 210 kDa en los 
distintos tipos de cromatografía, elegimos una combinación de dos métodos que nos 
permitiera purificar la proteína de nuestro interés y a la vez aum entar su 
concentración. Para ello elegimos una combinación de cromatografía de 
intercambio iónico y exclusión molecular en presencia de SDS, en ese orden. Las 
proteínas de vesículas se solubilizaron en tampón Tris 10 mM pH 7.4, NaCl 150 
mM, CHAPS 24 mM, y se separaron en la columna MonoQ con un gradiente de 
NaCl de 150 mM a 1 M. Las fracciones que contuvieron a la proteína de 210 kDa se 
concentraron mediante ultrafiltración, se incubaron con SDS 1% y después se 
separaron en la columna de exclusión molecular en presencia de SDS 1%. Las 
fracciones con las proteínas de alto peso molecular se concentraron y se cargaron en 
un gel de electroforesis SDS-PAGE de un porcentaje de acrilamida de 7.5%. Tras la 
electroforesis, las proteínas se transferían a una membrana de PVDF. Para 
comprobar la presencia de la proteína de 210 kDa, la membrana se inmunodetectó
con CiyIA(b). El resultado de la purificación se m uestra en la figura 17. La banda
%
correspondiente a la proteína se cortó de la membrana para proceder a la 
secuenciación de su extremo N-terminal. No se pudo obtener ninguna secuencia, 
por lo que supusimos que el extremo N-terminal se encontraba modificado.
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Figura 17.- Resultados de la purificación d e  la proteína de 210 kDa a partir de 
proteínas de BBMVs solubilizadas. C a r r e r a  1, p r o t e í n a s  o b t e n i d a s  t r a s  l a  
c r o m a t o g r a f í a  d e  i n t e r c a m b i o  a n i ó n i c o  y  e x c l u s i ó n  m o l e c u l a r ;  c a r r e r a s  2  a  4 ,  B S A  0 .1 ,  1 y  5  
p .g ; c a r r e r a  5 ,  i n m u n o d e t e c c i ó n  d e  l a  p r o t e í n a  d e  2 1 0  k D a  c o n  C r y l A ( b ) .
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6.4.- DISCUSION
La identificación mediante la técnica de “ligand blot” de las protema que son 
capaces de unir distintas ICPs de B. thuringiensis en muchas especies de insectos 
que se han analizado, ha dado lugar a un conjunto de resultados muy variados en 
lo que respecta al tamaño de las proteínas identificadas. Hasta el momento, no se 
ha demostrado una correlación entre los receptores en cada especie identificados 
mediante esta técnica y los modelos propuestos en los experimentos de unión 
realizados con las distintas 126I-ICPs. Es más, incluso en algún caso, las dos 
aproximaciones han dado lugar a información contradictoria. Por ejemplo en 
Heliothis virescens, tras los experimentos de competencia con 128I-CryIA(a), 126I- 
CryIA(b) y ia6I-CryIA(c), se propuso un modelo de tres sitios de unión para estas 5- 
endotoxinas. Una población de estos sitios uniría las tres ICPs, una segunda 
población uniría CryIA(b) y CryIA(c) y para esta última toxina existiría además 
una tercera población de sitios capaz de unir únicamente esta ICP (Van Rie et al., 
1989). Sin embargo, mediante la técnica de “ligand blot”, en este mismo insecto se 
han identificado tres proteínas capaces de unir las ICPs del subgrupo CrylA: una 
proteína de peso molecular 170 kDa que une CryIA(a) y CryIA(b), y dos proteínas 
de 140 y 120 kDa que reconocen a CryIA(c) (Oddou et al., 1991). Así pues, en H. 
virescens no concuerdan completamente los resultados encontrados con las dos 
técnicas empleadas.
En Manduca sexta, mediante “ligand blot” se ha postulado la existencia de 
dos proteínas diferentes para la unión de CryIA(b) y CryIA(c) (Knowles et al, 1991; 
Vadlamudi et al., 1993). Este modelo no se puede correlacionar tampoco con el 
propuesto con experimentos de unión usando 126I-CryIA(a), 125I-CryIA(b) y 12BI- 
CiyIA(c). Utilizando esta técnica el modelo de receptores consiste en una población 
de sitios de unión compartida por las tres ICPs y además un sitio diferente para 
CryIA(a).
En nuestro trabajo, hemos identificado una proteína de 210 kDa con la 
capacidad de unir CryIA(a), CryIA(b) y CryIA(c) y esto es lo que sería esperable por 
los resultados de los experimentos de unión con las ICPs marcadas. También 
hemos demostrado que CryIA(a) y CryIA(c) compiten con 126I-CryIA(b) por la unión
107
(CAPÍTULO 6
a  la proteina de 210 kDa, bien al mismo sitio bien a otro lo suficientemente cercano 
como para impedir la unión de 128I-CryIA(b). Esta proteína estaría localizada en el 
lborde estriado de las células epiteliles del intestino, como se comprueba mediante 
líos experimentos con secciones de tejido intestinal de larvas de M. sexta.
También hemos demostrado que la unión a la proteína de 210 kDa no es 
(dependiente del pH (entre pH 7.4 y 8.9), que no se produce unión en ausencia de 
INaCl y que la unión a esta proteína disminuye cuando se aumenta la temperatura, 
manteniéndose hasta 30 °C. Este comportamiento puede ser correlacionado 
directamente con el efecto de estos parámetros (pH, concentración de NaCl y 
temperatura) sobre la unión de las tres 126I-ICPs en este insecto (Van Rie et al., 
1989) y coincide con las condiciones en las cuales esta unión es óptima.
El tratamiento con la temperatura dio lugar a un polipéptido de 50 kDa a la 
vez que se prodigo la desaparición de la proteína de 210 kDa, lo cual sugiere una 
relación precursor-producto. Este fragmento de 50 kDa es reconocido por CryIA(a), 
CryIA(b) y CrylA(c), por lo que el sitio de unión para las tres ICPs debe localizarse 
allí. Es interesante destacar que el tratamiento de vesículas del epitelio intestinal 
de H. virescens y M. sexta con prote as as da lugar también a un fragmento de peso 
molecular semejante y que también tiene la capacidad de unir CryIA(b) (Oddou et 
al., 1991, Vadlamudi etal., 1993).
Cuando las vesículas del borde estriado se incubaron con diferentes 
concentraciones de EDTA, se produjo una disminución en la unión a la proteína de 
210 kDa, mientras que aumentó la unión a dos proteínas de 145 y 120 kDa. El 
tratamiento con EDTA ha sido utilizado algunas veces para eliminar proteínas 
periféricas de la membranas (Bhakhdi, 1986). El mecanismo propuesto para esta 
eliminación es el de desdoblamiento de la membrana, de manera que los sitios 
internos de las proteínas nativas quedarían accesibles a proteasas (Mulder, 1970). 
También se ha observado, en algunas proteínas dependientes de Ca*2, un fenómeno 
parecido. En ausencia de este ión, las proteínas sufren un cambio conformacional y 
como resultado son rápidamente degradadas por enzimas proteolíticos (Alberts, 
1991). Cualquiera de los dos mecanismos podría estar ocurriendo en nuestro 
tratamiento de las vesículas con EDTA y de este modo, las proteínas de 145 y 120 
kDa podrían ser resultado de un corte proteolítico de la de 210 kDa. Si tenemos en 
cuenta además que estos dos polipéptidos también pueden unir CryIA(c), habría
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que investigar su relación con la proteína de 120 kDa previamente identificada en 
Manduca sexta para esta toxina.
Se ha propuesto que las proteínas de unión para las ICPs de B. 
thuringiensis son glicoproteínas (Knowles et al.» 1984, Knowles y Ellar, 1986). Con 
un  kit de detección de glicanos hemos observado tinción en la zona correspondiente 
a la  proteína de 210 kDa. No está claro si esta tinción corresponde a  la proteína en 
concreto o a otra proteína glicosilada que migre junto a ella. En M. sexta se ha 
sugerido que la proteína de 120 kDa que une CryIA(c), contiene N-acetil- 
galactosamina y que este azúcar estaría implicado en la unión de la toxina. La 
presencia de este azúcar fue confirmada mediante experiencias en las que, tanto la 
toxina como la lectina de germen de soja (específica para N-acetil-galactosamina), 
reconocían una proteína de 120 kDa presente en las vesículas de M. sexta (Knowles 
et al.» 1991). Nosotros hemos realizado el mismo tipo de experimentos con esta 
lectina y hemos podido observar su unión a una proteína de 210 kDa, que podría se 
la que reconoce también CryIA(b). Por lo tanto, la proteína de 210 kDa de M  sexta 
sería también una glicoproteína y sería portadora de algún residuo de N-acetil- 
galactosamina, aunque está por demostrar que este azúcar esté implicado en la 
unión de las ICPs. En H. virescens también se ha demostrado que el receptor de 
CryIA(a) y CryIA(b) es una glicoproteína, aunque en este caso parece claro que los 
carbohidratos que contiene la molécula no están implicados en la unión de las 
toxinas (Oddou et al.» 1991).
El proceso de purificación realizado para la proteína de 210 kDa nos ha 
permitido disponer de una mayor cantidad de la proteína en un soporte que nos 
facilite la secuenciación bien de su extremo N-terminal, bien de un fragmento 
interno si la proteína es procesada por proteasas.
Hasta el momento se han caracterizado los receptores para CiyIA(b) y 
CryIA(c) en M. sexta. En el caso de CryIA(b) se ha identificado una proteína de 210 
kDa, similar a las cadherinas, capaz de unir la toxina (Vadlamudi et al.» 1994). 
Para CryIA(c), la proteína receptora propuesta de 120 kDa es una aminopeptidasa- 
N (Kight et al.» 1994). En nuestro trabajo hemos demostrado la existencia de una 
proteína capaz de unir las tres ICPs del grupo CrylA, que coincide en peso 
molecular y en punto isoeléctrico con la proteína identificada por otros autores 
como cadherina. La similitud estructural y de secuencia de las toxinas CryIA(a),
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CryIA(b) y CiyIA(c), así como los experimentos de unión con las mismas ICPs 
radiactivas apoyarían nuestra hipótesis de una única proteína receptora para las 
tres 6-endotoxinas en Manduca sexta. Si se trata o no de la ya identificada por otros 
auítores, habrá que confirmarlo cuando se proceda a la secuenciación, bien de su 
extremo N-terminal bien de un fragmento interno.
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7. CONCLUSIONES
CONCLUSIONES
Lass conclusiones que se pueden extraer del trabajo presentado se pueden resumir 
en das siguientes:
1.- Acerca del modo de acción de las proteínas CrylII:
- El modo de acción de las proteínas CrylII, específicas para coleópteros, es 
similar al descrito para otras ICPs activas contra lepidópteros. Esta 
conclusión se basa en las siguientes observaciones:
1.1- Se ha demostrado unión específica a vesículas del borde estriado de 
Leptinotarsa decemlineata de la 5-endotoxina CrylIIA-quimotripsinizada, 
con una mayor afinidad que CrylIIA. Con CrylIIB y CrylIIC no se ha podido 
obtener una unión distinguible de la unión inespecífica.
1.2- Tras la incubación de CrylIIA con contenido intestinal de Leptinotarsa 
decemlineata se produce la degradación de la toxina a un polipéptido de 42 
kDa.
2.- Acerca del mecanismo bioquímico de resistencia a B. thuringiensis en una cepa 
de Heliothis virescens:
2.1.- La resistencia a CryIA(b) y CryIA(c) no es debida a modificaciones de la 
unión a la membrana de las 5-endotoxinas analizadas.
2.2.- Las alteraciones en el mecanismo de acción entre las cepas control y 
resistente, deben producirse en los pasos anteriores a la unión a la 
membrana de las ICPs, tales como solubilización, activación u otros.
3.- Acerca de la herencia de la resistencia a CryIA(b) en una pobalción natural de 
Plutella xylostella.
3.1.- La resistencia global a CryIA(b) en la población de Plutella xylostella 
estudiada se transmite según un modelo de herencia autosómica, 
parcialmente recesiva e influenciada por algún tipo de efecto parental.
3.2.- La incapacidad de unir CryLA(b) se hereda según un modelo de un alelo 
autosómico recesivo.
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<4.- Acerca de la caracterización del receptor para las 5-endotoxinas del grupo CrylA 
ten Manduca sexta:
4.1.- Se ha identificado una glicoproteína de 210 kDa con la capacidad de 
unir CryIA(a), CryIA(b) y CryIA(c).
4.2.- La existencia de una única protema que une las tres toxinas del grupo 
CiylA, así como su comportamiento frente a distintos tratamientos, se 
puede correlacionar directamente con el modelo propuesto por otros autores 
mediante experimentos de unión con 126I-ICPs.
4.3.- Se ha puesto a punto un procedimiento de purificación de la proteína de 
210 kDa, mediante una combinación de cromatografía rápida de proteínas y 
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.
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CAPÍTULO 3
Para CrylIIA-Q los datos obtenidos se aproximaron a un modelo de un único 
sitio de unión y los valores de Kd y R* obtenidos fueron los siguientes:
Kd=37.5 ± 8.6 nM
R=17 ± 4 pmoles /mg de proteínas
3.3.4.- PROCESADO PROTEOLÍTTCO DE CrylIlA EN EL INTESTINO DE L.
decem lineata .
Puesto que la unión específica de CrylIIA a las vesículas de membrana de 
Leptinotarsa decemlineata se produjo únicamente después de que la toxina fuera 
tratada con quimotripsina, nos propusimos estudiar si “in vivo” se producía 
también algún tipo de procesado proteolítico. Para ello, se incubó una cierta 
cantidad de CrylIIA con contenido intestinal del insecto y se analizó mediante 
SDS-PAGE el posible procesado de la proteína.
En la figura 8 se observa el resultado de uno de los experimentos que se 
realizaron. El tiempo requerido para completar el procesado de CrylIIA dependió 
de la concentración del extracto intestinal. En el experimento mostrado en la figura 
fue de 60 min (carrera 9). Inmediatamente después de mezclar la toxina con el 
contenido intestinal apareció una banda de 44 kDa (carrera 6). Esta banda no 
estaba presente en los controles correspondientes, bien cuando se omitía el 
contenido intestinal, bien cuando se omitía la toxina.
En el experimento que se muestra en la figura, a partir de 15 min de 
incubación se produce una disminución gradual de la banda de 44 kDa a la vez que 
se observa la acumulación de una proteína de 42 kDa (carreras 7 y 8). Las 
proteínas con un peso molecular de 60, 58 y 35 kDa ya estaban presentes en la 
disolución de CrylILA utilizada.
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